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a.u. Arbitrary unit; willkürliche Einheit 
AB/AM     Antibiotikum/Antimykotikum 
7-ADD       7-Aminoacetinomycin 
AK      Antikörper 
Angpt      Angiopoetin  
APS       Ammoniumpersulfat 
AQP5      Aquaporin 5 
ARCL1C Syndrom Autosomal rezessives Cutis laxa 
Syndrom Typ 1C 
ATP      Adenosintriphosphat 
Bp      Basenpaare 
BMP Bone morphogenetic protein 
(knochenmorphogenetisches Protein) 
BSA      Bovines Serum Albumin  
CA      Kanada 
cDNA complementary DNA; Komplementäre 
DNA 
CO2      Kohlenstoffdioxid 
DAPI       4‘, 6-Diamidin-2-phenylindol 
ddATP      Didesoxyadenosintriphosphat 
ddCTP      Didesoxycytidintriphosphat 
ddGT      Didesoxyguanintriphosphat 
ddH20      Wasser, doppelt-destilliert 
ddTTP      Didesoxythymidintriphosphat 
DEPC       Diethylpyrocarbonat 
 
V 
DMEM  Dulbeccos Modified-Eagle Medium 
DMSO      Dimethylsulfoxid 
DNA Desoxyribonucleic acid; Desoxy-
ribonukleinsäure   
dNTP  Didesoxyribonukleotidtriphosphat 
DOC       Deoxycolat    
DTT       Dithiothreitol  
E      Embryonaltag 




ECL Enhanced chemiluminescence; Chemi-
lumineszenz Verstärker 
EDTA      Ethylendiamintetraessigsäure 
ER      Endoplasmatisches Retikulum 
EZM      Extrazelluläre Matrix 
FACS Fluorescence-activated cell sorting; 
Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung 
FKS       Fetales Kälberserum 
G418       Geneticidindisulfit 
Gapdh Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydro-
genase 
GGTC       German Gene Trap Consortium 
H2O dest.     Wasser, destilliert 
H2O2      Wasserstoffperoxid 
HCl      Salzsäure 
HHG       Haushaltsgen 
 
VI 
HPVEC Human Placental Vascular Endothelial 
Cells; Humane plazentäre vaskuläre 
Endothelialzellen 
HRP  Horseradish peroxidase; Meerrettich-
peroxidase 
IF      Immunfluoreszenz 
IVC  individually ventilated cages; individuell 
ventilierte Käfige 
KH2PO4     Kaliumhydrogenphosphat 
LAP Latency associated protein; Latent 
assoziiertes Protein 
LLC Large latent complex; Großer latenter 
Komplex 
Ltbp Latent TGF-β binding protein; Latent 
TGF-β bindendes Protein 
M  Stoffmengenkonzentration in mol/l 
MgCl2      Magnesiumchlorid 
MLE 12 Murin Lung Epithelial cells; Lungen-
epithelzellen der Maus 
MLEC  Minc Lung Epithelial Cells; Lungen-
epithelzellen des Nerzes 
MLF      murine Lungenfibroblasten 
mRNA messenger-RNA; Boten-RNA 
MW       Mittelwert 
Na2HPO4     Natriumhydrogenphosphat 
NaCl      Natriumchlorid 
NCP      Nitrocellulose Membran 
P      postnatal 
P/S      Penecillin/Streptomycin 
 
VII 
PAA      Polyacrylamid 
PAI 1       Plasminogen Aktivator Inhibitor 1 
PBS Phosphate buffered saline; Phosphat-
gepufferte Salzlösung 
PCR Polymerase chain reaction; Polymerase-
kettenreaktion 
RNA Ribonucleic acid; Ribonukleinsäure 





SLC small latent complex; Kleiner latenter 
Komplex 
SP Surfactant Protein; Oberflächenaktive 
Substanz  
STD Standardabweichung 
TBS Tris buffered saline; Tris gepufferte 
Salzlösung 
TBS-T Tris buffered saline with Tween20; Tris 
gepufferte Salzlösung mit Tween20 
TEMED      Tetramethylethylenediamin 
TGF-β Transforming Growth Factor-β;Trans-
formierender Wachstumsfaktor β 
Tie Tyrosine kinase with immunoglobulin-
like and EGF-like domains; endothel-
spezifischer Tyrosinkinase Rezeptor  
TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
URDS      Urban-Rifkin-Davis-Syndrom 
 
VIII 
VEGF Vascular endothelial growth factor; 
Vaskulärer endothelialer Wachstums-
faktor  
VEGFR Vascular endothelial growth factor 
receptor; Vaskulärer endothelialer 
Wachstumsfaktor Rezeptor 
WB      Western Blot 
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1. Einleitung 
Mutationen des LTBP4 (latent TGF-β (transformierenden Wachstumsfaktor–β) bin-
dendes Protein 4) Gens führen zu schwerwiegenden Erkrankungen wie dem auto-
somal-rezessiven Cutis laxa Syndrom Typ 1C (ARCL1C). Dieses wurde ursprünglich 
nach seinen Entdeckern als Urban-Rifkin-Davis-Syndrom bezeichnet [URBAN et al. 
2009]. 
Durch fehlende Sekretion bzw. Funktionsverlust des TGF-β an der extrazellulären 
Matrix (EZM) kommt es zu einer verminderten TGF-β Aktivität der Fibroblasten. 
Daraus resultieren Defizienzen in der Elastogenese, die Voraussetzung für die 
physiologische Funktion vieler Organe ist. Die Patienten zeigen schlaffe Haut in 
Gesicht, Händen und Füßen, weisen deformierte Schädel sowie weitere Missbil-
dungen des Herzens, Gastrointestinaltrakts, Urogenitalsystems und der Muskulatur 
auf. Die schwerwiegendsten Defekte konnten in der Lunge nachgewiesen werden. Es 
kommt zur Emphysembildung infolge defekter Septenbildung und Alveolarisierung 
mit letalen Folgen. Die Patienten versterben innerhalb der ersten Tage bis Monate 
vermutlich auf Grund eines Multiorganversagens [CALLEWAERT et al. 2013, URBAN 
et al. 2009]. Um die pathologischen Mechanismen besser zu verstehen, wurde am 
Institut für Experimentelle Medizin der Universität zu Köln eine Ltbp4-defiziente 
Mauslinie generiert und etabliert, die nahezu das gleiche Krankheitsbild aufweist wie 
die an ARCL1C erkrankten Patienten [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. Bisherige 
Studien zeigen, dass in diesem Mausmodell die Lungenfibroblasten erheblichen 
Einfluss auf die Entwicklung der Lunge haben. Sie differenzieren sich bei Ltbp4-
defizienten Mäusen zu einem myofibroblasten-ähnlichen Zelltyp, welcher zu einer 
erhöhten Kollagenbildung und somit fibrotischen Prozessen führt [BULTMANN-
MELLIN et al. 2017]. Neben den Fibroblasten sind die Alveolarepithelzellen, die 
sogenannten Pneumozyten Typ I und II, von großer Bedeutung, da diese die Alveolen 
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Abbildung 1: Aufbau der Alveole der Säugetiere 
Schematischer Aufbau einer Lungenalveole mit den Pneumozyten Typ I und II. Pneumozyten 
Typ I sind an der Bildung der Blut-Gas-Schranke (Breite ca. 0,5 µm) beteiligt. Die Pneumo-
zyten Typ II sind für die Surfactant Produktion verantwortlich. Weiter zu sehen ist eine Alveo-
larmakrophage sowie ein Erythrozyt [modifiziert nach [http://ouopentext-books.org/biol 
3103/respiratory-systems]]. 
Es ist bisher nicht geklärt, ob und in welchem Ausmaß die Alveolarepithelzellen eine 
Rolle in der Pathogenese der Lungenentwicklung sowohl von ARCL1C Patienten als 
auch von Ltbp4-/- Mäusen spielen. 
Ziel der Arbeit ist es zu überprüfen, welchen Einfluss die Pneumozyten Typ I und II 
auf die gestörte Alveolarisierung und Angiogenese der Lunge von Ltbp4-/- Mäusen im 
Vergleich zu den Wildtyp-Mäusen (WT) haben, um Erkenntnisse über das klinisch 
vergleichbar verlaufende humane ARCL1C Syndrom zu gewinnen. Zusätzlich soll 
erforscht werden, ob das Sekretom von murinen Ltbp4-/- Lungenfibroblasten (MLF) in 
vitro die Homöostase der Pneumozyten stört bzw. deren Expression und Sekretion 
pro- und anti-angiogener Faktoren beeinflusst. Ltbp4-/- Fibroblasten könnten direkt 
über die Expression von Komponenten der extrazellulären Matrix und/oder über 
angiogenese-regulierende Faktoren sowie indirekt über Regulation der Lungen-
epithelzellen-Homöostase einen hemmenden Einfluss auf Alveolarisierung und An-
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2. Literaturübersicht 
2.1 Die Lunge 
Die Lunge stellt das Atmungsorgan der Säugetiere dar (Abbildung 2). Funktionell 
erfolgt hier der Gasaustausch von Sauerstoff und Kohlendioxid zwischen Atemluft 
und Blut. Der Sauerstoff wird mit der eingeatmeten Luft in die Lunge transportiert, 
während das Kohlenstoffdioxid als Stoffwechselendprodukt aus dem zirkulierenden 
Blut über die Blut-Gas-Schranke abgegeben wird. 
 
Abbildung 2: Aufbau des Atmungstrakts 
Dargestellt ist der Atmungstrakt der Säugetiere. Dieser unterteilt sich in einen oberen Re-
spirationstrakt, bestehend aus dem Nasen-Rachenraum und dem unteren Respirationstrakt 
(Kehlkopf, Luftröhre, Bronchien und Lunge). Die eingeatmete Luft gelangt durch die Nase- 
bzw. Mundhöhle durch die Luftröhre (Trachea) in die Lunge. Diese besteht aus zwei Lungen- 
hälften und dem Bronchialbaum, der sich bis zu den Endbronchien aufzweigt. Hier sitzen die 
für den Gasaustausch relevanten Lungenbläschen (Alveolen). Zusammen mit dem sie umge-
benden Kapillarnetz stellen sie einen Teil der Blut-Gas-Schranke dar (oben rechts), wo der 
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2.2 Morphologie der Lunge 
Die Lunge unterteilt sich in einen rechten und einen linken Lungenflügel (Pulmo 
dexter/sinister). Beim Menschen setzt sich der rechte Lungenflügel aus drei Lappen 
(Lobuli) und der linke Flügel aus zwei Lungenlappen zusammen. Die Maus weist einen 
Lobus links und vier Lobuli auf der rechten Lungenflügelseite auf [IRVIN et al. 2003]. 
Die Luft gelangt durch den oberen Respirationstrakt (Nasen-Rachen-Raum) in den 
unteren Respirationstrakt. Dieser wird gebildet aus dem Kehlkopf (Larynx), der Luft-
röhre (Trachea), den Bronchien und der Lunge (Abbildung 2) [CAMPBELL 1998]. Der 
innere Aufbau der Lunge besteht aus dem verzweigten Bronchialbaum (Arbor bron-
chalis). Dieser gliedert sich in den Hauptbronchus (Bronchus principialis), der sich wie-
derum in die Lappenbronchen (Bronchi lobares) aufspaltet. Es folgen beim Menschen 
17 bis 21 dichotome Aufteilungen, die bis in die Bronchuli übergehen. Die Maus weist 
13 bis 17 Verzweigungen auf, die monopodial verlaufen [IRVIN et al. 2003]. Die Bron-
chuli verzweigen sich weiter bis in die Bronchuli terminales, die sich wiederum in die 
Bronchuli respiratorii aufteilen. Bis hierhin erfolgt ausschließlich die Weiterleitung 
der Gase. Es folgt der gasaustauschende Abschnitt, bei dem sich an die Bronchuli 
respiratorii nach weiteren Teilungen die Alveolargänge und Alveolarsäckchen (Ductus 
alveolares und Sacculi alveolares) anschließen. Letztere bilden eine Einheit, die auch 
als Acinus pulmonalis bezeichnet wird und ca. 4000 Alveolen umfasst. Die Alveolen 
bilden die eigentlichen respiratorischen Einheiten, wo der Gasaustausch stattfindet. 
Im Querschnitt bilden sie eine hexagonale Einheit. Sie liegen so dicht bei einander, 
dass sie nur durch ein schmales Alveolarseptum getrennt sind. Die Septen weisen 
beidseits das Alveolarepithel auf [SALOMON et al. 2005]. Die Gesamtanzahl der 
Lungenalveolen des Menschen beträgt ca. 300 Millionen [OCHS et al. 2004], die der 
Maus ca. 1 bis 3 Millionen [HILDEBRAND 2004]. 
2.3 Alveolarepithel 
Das Alveolarepithel besteht hauptsächlich aus den Pneumozyten Typ I und Typ II. Sie 
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[SCHITTNY 2017]. Pneumozyten Typ I stellen den größten Anteil der Alveolen dar     
(90 %), sind von der Gesamtanzahl aber geringer vertreten (40 %). Sie sind flach und 
bilden lange großflächig ausbreitende Fortsätze aus, über die sie miteinander ver-
bunden sind. Funktionell bilden sie mit dem Kapillarendothel die Blut-Gas-Schranke 
[WELSCH 2006]. An ihrer apikalen Membran exprimieren sie Aquaporin 5 (AQP5) 
[KING et al. 2002], womit sie sich z.B. in der Immunfluoreszenz nachweisen lassen. 
Die Pneumozyten Typ II bedecken ca. 10 % der Alveolenwand. Sie liegen zwischen 
den Pneumozyten Typ I, sind von kubischer Gestalt und enthalten viele Zellorganellen 
(v.a. Lamellarkörperchen). Hier erfolgt die Bildung der Surfactant Proteine (SP). Diese 
Lipidgemische bestehen zu 90 % aus Phospholipid, Cholesterin und 10 % aus einem 
assoziierten Protein (A bis D). Die jeweiligen assoziierten Proteine sind für die Na-
mensgebung ausschlaggebend. So enthält z.B. das Surfactant Protein-C (SP-C) das 
assoziierte Protein C. Das hydrophobe SP-C ist für die Senkung der Oberflächen-
spannung der Alveolen essentiell. Bei einem Surfactant Mangel kommt es zum Kolla-
bieren der Alveolen zum Ende der Exspiration und somit zur Bildung von Atelektasen 
bedingt durch die erhöhte Oberflächenspannung, die aus der Reduzierung des Alve-
olendurchmessers gemäß dem La Place´schen Gesetz (∆p=2σ/r; p=Druck; σ=Ober-
flächenspannung; r=Radius) resultiert [NOTTER et al. 1975]. Das hydrophobe SP-B 
stabilisiert ebenfalls den Phospholipidfilm [WELSCH 2006]. Neben SP-C und SP-B 
werden die hydrophilen SP-A und SP-D gebildet, welche eine wichtige Rolle bei der 
Regulation der spezifischen und unspezifischen Immunantwort in der Lunge spielen 
[WRIGHT 2004, WRIGHT 2005]. Pneumozyten Typ II dienen ebenfalls als Progenitor-
zellen. Sie bilden einen Stammpool aus bei dem bei Bedarf, wie z.B. verletztem Lun-
gengewebe, Pneumozyten Typ I gebildet werden können [WHITSETT et al. 2010]. 
Weitere Vertreter des Alveolarepithels sind u.a. die Alveolarmakrophagen, die für die 
Phagozytose von v.a. Schmutzpartikeln verantwortlich sind [WELSCH 2006]. Neben 
den Alveolarzellen sind dünne Bindegewebssepten (Interalveolarsepten) sowie endo-
theliale Kapillarnetze von großer Bedeutung. Das interstitielle Bindegewebe besteht 
aus einem elastischen und kollagenen Fasernetzwerk sowie Fibroblasten. Dieses wird 
ergänzt von zahlreichen Blutkapillaren, welche die Bindegewebssepten mit den Alve-
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2.4 Die Blut-Gas-Schranke 
Die Blut-Gas-Schranke wird v.a. von den Pneumozyten Typ I sowie dem Endothel der 
Kapillaren und deren gemeinsamen Basallamina gebildet (Abbildung 3). Sie sind mit-
einander verschmolzen und kommunizieren über Zonulae occludentes. Die Dicke va-
riiert je nach Spezies. In der humanen Lunge beträgt sie ca. 0,62 µm, bei der Maus ca. 
0,32 µm [IRVIN et al. 2003]. Hier erfolgt der Austausch der Atemgase zwischen Sauer-
stoff und Kohlendioxid [WELSCH 2006]. Voraussetzung zum Aufbau der Blut-Gas-
Schranke ist die Bildung von Interalveolarsepten [BOURBON et al. 2005]. 
 
 
Abbildung 3: Ausschnitt eines Alveolarseptums 
Zu sehen ist die schematische Darstellung der Blut-Gas-Schranke. Sie wird gebildet aus flach 
verzweigten Pneumozyten Typ I sowie dem Endothel der Blutkapillaren. Am Aufbau der Al-
veolarwand sind weiterhin die Pneumozyten Typ II beteiligt, die das Surfactant produzieren 
und via Exocytose abgeben, so dass sich ein Phospholipidfilm bildet. Elastische Fasern, Kolla-
gene und Fibrozyten bilden das Stützgerüst des Septums [modifiziert nach [WELSCH 2006]]. 
2.5 Embryologie der Lunge 
Die Entwicklung der Säugetierlunge gliedert sich in drei chronologische Abschnitte: 
die embryonale Phase, die fetale Phase sowie die postnatale Phase (Tabelle 1; 
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Tabelle 1: Vergleich der Embryonalentwicklung von muriner und humaner Lunge 
 Maus  Mensch  
Embryonale Phase E9,5 - 12 E26 - 49 
Fetale Phase: 
- Pseudoglanduläre Phase 
- Canaliculäre Phase 
- Sacculäre Phase 
 
E12 - 16,5 
E16,5 - 17,5 
E17,5 - P4 
 
E35 - 119 
E112 - 182 
E168 - 266 
Postnatale Phase: 
 -Klassisches Stadium 
- Aufbauendes Stadium 
- Stadium der mikrovaskulären 
Gefäßreifung (Alveolarisierung) 
 
P4 - 21 
P14 - 36 
 
P4 - 36 
 
E252 - ca. 3 Jahre 
2 Jahre - ca. 21 Jahre 
 
2 Jahre - ca. 21 Jahre 
[modifiziert nach [SCHITTNEY 2017]] 
Aus dem primitiven Darmrohr bildet sich in der Embryonalphase der Sulcus laryngo-
trachealis. Aus diesem differenziert sich die Tracheal- sowie die Ösophagealanlage. 
Kurze Zeit später kommt es zur Ausbildung der Lungenhälften, indem sich aus der 
ventralen Wand des Trachealbereichs zwei Knospen ausstülpen; es folgt die Auftei-
lung der Hauptbronchen [CARDOSO et al. 2006]. Durch Sprossung erfolgt die Ver-




Abbildung 4: Frühe Entwicklung der Lunge beim Menschen  
(a) Am 26. Embryonaltag (E26) entwickelt sich die Lungenanlage durch Ausstülpung des 
Vorderdarms [CARDOSO et al. 2006]. (b) Am E32 erfolgt die Ausbildung der Lungenknospen 
und nach deren Verzweigung (c) entstehen die Lungenlappen an E37. (d) Als letztes ent-
wickeln sich die Segmentlappen. O oberer Lappen; M mittlerer Lappen; U unterer Lappen 
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Im pseudoglandulären Stadium der fetalen Phase entwickelt sich der Bronchial-
baum. Die Verzweigung erfolgt bis zu den Bronchioli terminales [UNIVERSITÄT FRI-
BOURG 2017]. Zu diesem Zeitpunkt sind im respiratorischen Teil bereits Pneumo-
zyten Typ II zu finden [OTTO-VERBERNE et al. 1988]. 
 
Im canaliculären Stadium schließt sich die Sprossung der Canaliculi an, die sich aus 
den Bronchioli terminales bilden. Aus letzteren geht ein Azinus hervor. Die Azini bein-
halten je die Bronchioli respiratorii, den Ductus alveolares sowie die Sacculi alveolares 
und werden von einem Kapillarnetz umgeben. Dieses stellt später einen Teil der Blut-
Gas-Schranke dar. In diesem Stadium kommt es weiter zur Ausbildung von Pneumo-
zyten Typ I, die sich aus den Pneumozyten Typ II entwickeln.  
 
Das sacculäre Stadium ist charakterisiert durch zahlreiche Ausstülpungen an den 
terminalen Enden des Bronchialbaums. Die Ausstülpungen beinhalten vor allem 
Pneumozyten Typ I und II. Zwischen den Sacculi befinden sich dicke primäre Septen, 
die eine Doppelkapillarschicht besitzen [UNIVERSITÄT FRIBOURG 2017]. Diese be-
steht aus je einer Kapillare des angrenzenden Sacculus und bildet zusammen mit dem 
Epithel die gemeinsame Basalmembran. Zusammen mit den Pneumozyten Typ I 
stellen sie die Blut-Gas-Schranke dar. Das Kapillarwachstum hat somit immensen Ein-
fluss auf die Alveolarisierung [JAKKULA et al. 2000]. Fibroblasten werden aktiv und 
beginnen mit der Ausbildung elastischer und kollagener Fasern [UNIVERSITÄT FRI-
BOURG 2017].  
 
Als letztes folgt die postnatale Phase. Das klassische Stadium beinhaltet den ersten 
Teil der Alveolarisierung [SCHITTNY 2017]. Die Sacculi nehmen in ihrer Komplexität 
zu, in dem sich eine der Doppelkapillarschichten ausstülpt. An deren Spitze sind 
Vorläuferzellen glatter Muskelfasern sowie elastische und kollagene Fasern loka-
lisiert, durch die es zu Ausdehnungen kommt und die Sacculi in zahlreiche 
Untereinheiten geteilt werden [BURRI 1974]. Es entstehen sekundäre Septen [AMY 
et al. 1977]. Diese gewinnen an Höhe und bilden schließlich die Alveolen (Aufbau-
stadium). Die meisten Septen sind aber noch unreif. Erst wenn sich die Doppel-
kapillarschicht durch Verschmelzung zu einer Einzelschicht reduziert hat, ist die Rei-
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larisierung (Abbildung 5) [SCHITTNY 2017]. Auch Wechselwirkungen zwischen Pneu-
mozyten mit kapillären Endothelzellen sowie Fibroblasten sind wichtig für eine in-
takte Alveolarisierung und somit zur Aufrechterhaltung der Lungenfunktion [HISLOP 
2002, LAZARUS et al. 2011]. Die Alveolarisierung ist letztendlich ein Zusammenspiel 
von parakrinen Mechanismen zwischen mikrovaskulären, fibroblastischen und epi-
thelialen Komponenten sowie der extrazellulären Matrix [BOURBON et al. 2005]. 
 
Abbildung 5: Phasen und Stadien der Lungenentwicklung des Menschen 
Alle Phasen der Lungenentwicklung überlappen sich, da sie zentral starten und in die 
Peripherie übergehen. Der Beginn und das Ende der mikrovaskulären Reifung sowie das Ende 
der Alveolarisierung sind noch nicht geklärt [modifiziert nach [SCHITTNY 2017]]. 
2.6 Anatomie der Lunge von Maus und Mensch im Vergleich 
Obwohl die Anatomie der Lunge der Maus im Vergleich zur humanen Lunge viele Ge-
meinsamkeiten aufweist, gibt es Unterschiede (Tabelle 2), die gegebenenfalls bei der 
Interpretation von Versuchsergebnissen im Mausmodell beachtet werden müssen, 
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Tabelle 2: Anatomischer Vergleich der murinen und humanen Lunge  
 Maus Mensch 
Trachea Proximaler Abschnitt weist Tra-
chealringe auf, Knorpel insgesamt 
weniger stark ausgeprägt 
Trachea enthält komplett, 
gut ausgeprägte Tracheal-
ringe 
Lungenlappen (gesamt) 5 Lappen 5 Lappen 
Lungenlappen (rechts) 4 Lappen 3 Lappen 
Lungenlappen (links) 1 Lappen 2 Lappen 
Hauptbronchus 
(Durchmesser) 
1 mm 10 – 15 mm 
Aufzweigungsart monopodial dichotom 
Atemwegsgenerationen 13 - 17 17 - 21 
Bronchioli 
(Durchmesser) 
0,01 – 0,05 mm < 1 mm 
Alveole (Durchmesser) 80 µm 210 µm 
Blut-Gas-Schranke  
(Dicke) 
0,32 µm 0,62 µm 
Lungenkapazität 1 ml 6000 ml 
Lungenparenchym 18 % 12 % 
[modifiziert nach [IRVIN et al. 2003]] 
2.7 LTBP – latent TGF-β bindende Proteine 
Latent TGF-β bindende Proteine (LTBPs) gehören zu der Fibrillin/LTBP Familie. Fibrillin 
und LTBPs weisen gleiche Domänen auf, bestehend aus hintereinander angeord-
neten calciumbindenden epidermalen Wachstumsfaktor (EGF-)-ähnlichen Domänen 
und Domänen, die acht Cystein-Reste enthalten (Abbildung 6) [GLEIZES et al. 1996, 
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Abbildung 6: Strukturen des humanen LTBPs 
Gezeigt werden die Proteinstrukturen der LTBP-Isoformen des Menschen im Vergleich zum 
Fibrillin1 Protein. Die Symbole der Domänen sind der Legende rechts im Bild zu entnehmen 
[modifiziert nach [ROBERTSON et al. 2015]]. 
LTBPs stellen wichtige Bausteine der EZM dar [TODOROVIC et al. 2012] und spielen 
eine bedeutende Rolle in der Bioverfügbarkeit von TGF-ß, von dem drei Isoformen 
existieren (TGF-β 1 bis 3). 
TGF-β 
TGF-β hat u.a. Einfluss auf Proliferation, Differenzierung, Apoptose, Migration sowie 
den Zellzyklus mesenchymaler und epithelialer Zellen. So kontrolliert TGF-β z.B. den 
Zellzyklus durch Blockierung der G1-Phase [HANAHAN et al. 2000]. Eine weitere Ei-
genschaft ist die profibrotische Wirkung durch Stimulation von Lungenfibroblasten 
zur Synthese von Matrixproteinen [LÖFFLER G. 2007]. Neben TGF-β binden die LTBPs 
auch andere Matrixkomponenten wie z.B. Fibrillin, Fibronectin, Fibulin4 und Fibulin5 
über ihr N-terminales Ende an die EZM [BULTMANN-MELLIN et al. 2015, DABOVIC et 
al. 2009, ISOGAI et al. 2003, NODA et al. 2013]. Die EZM beeinflusst somit mecha-
nische und biochemische Eigenschaften inklusive Elastizität und Steifigkeit von Orga-
nen [FRANTZ et al. 2010]. Dies gilt somit auch für das Lungenparenchym. In der Lun-
genentwicklung spielen sowohl der Zeitpunkt als auch die Aktivität des Signal-
moleküls Tgf-β in der Lunge eine bedeutende Rolle [ALEJANDRE-ALCAZAR et al. 
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2004]. Interessanterweise wurde in einer Studie gezeigt, dass die Inhibition von Tgf-
β bei Smad3-defizienten Mäusen zu vergrößerten Alveolarräumen führt, was eine 
fehlerhafte Alveolarisierung zur Folge hat [CHEN et al. 2005].  
LTBPs 
LTBPs besitzen weiterhin strukturelle Funktionen in der Matrix [ISOGAI et al. 2003]. 
Zum Beispiel interagiert LTBP2, welches kein TGF-β bindet, mit Fibulin5 und beein-
flusst hier negativ die Elastogenese, indem es die Tropoelastin-Fibulin5 Interaktion 
inhibiert [SIDEEK et al. 2014]. In der Zelle liegt das inaktive TGF-β als Vorläufer-
molekül, gebunden an das TGF-ß-latent associated peptide (LAP) vor, welches als 
small latent complex (SLC) bezeichnet wird. Dieser ist wiederum über Disulfid-
brücken mit dem LTBP verbunden, wodurch der large latent complex (LLC) entsteht. 
Es kommt zur Aktivierung durch proteolytische Spaltung des TGF-β Vorläufermole-
küls. LTBP bleibt kovalent mit dem SLC verbunden (TGF-β-LAP). Die LTBPs werden 
nach der Sekretion zunächst in der EZM eingelagert. Das TGF-β bleibt latent gebun-
den. Erfolgt ein Signal durch z.B. Proteasen wird das TGF-β von seinem LLC abgespal-
ten und ist biologisch aktiv (Abbildung 7) [TODOROVIC et al. 2012]. LTBPs werden ubi-
quitär, vor allem in der Lunge aber auch in Herz und Niere exprimiert [GIBSON et al. 
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Abbildung 7: Genese von LTBP zur Aktivierung des latenten TGF-β 
Im Endoplasmatischen Retikulum erfolgt die Zusammenlagerung des TGF-β und des LTBP 
Vorläufermoleküls. Nach Transport in den Golgi-Apparat kommt es zur Abspaltung des TGF-
β-Vorläufermoleküls. TGF-β bildet zusammen mit dem LAP und dem LTBP den large latent 
complex (LLC), der aus der Zelle sezerniert wird und an die EZM bindet. Das latente TGF-β 
kann nun biologisch aktiv werden [modifiziert nach [ROBERTSON et al. 2015]]. 
2.8 Isoformen des LTBPs 
LTBP liegt im humanen Genom in vier verschiedenen Isoformen vor. Man unter-
scheidet LTBP1 bis -4 [TODOROVIC et al. 2012]. LTBP1, -3 [SAHARINEN et al. 1999] 
und -4 [LAMAR et al. 2016] interagieren mit allen drei Isoformen des TGF-β, LTBP2 
hingegen mit keiner. LTBP1 und -4 interagieren im Gegensatz zu LTBP3 mit Fibrillin 
[GILTAY et al. 1997, ISOGAI et al. 2003, MASSAM-WU et al. 2010, ONO et al. 2009, 
SAHARINEN et al. 1999]. LTBP1 und -4 weisen verschiedene Splice-Varianten auf. Es 
werden eine kurze (LTBP4-S) und eine lange (LTBP4-L) Splice-Variante des LTBP1 und 
LTBP4 Gens exprimiert (Abbildung 8). Dies ist abhängig von der Promotorregion 
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Abbildung 8: Splice-Varianten von LTBP4 
Aufgrund unterschiedlicher Promotorregionen (ATG) entstehen zwei Splice-Varianten. Die 
kurze Form (LTBP4-S) und die lange Form (LTBP4-L). Sie unterscheiden sich in ihrem N-
terminalen Ende [modifiziert nach [BULTMANN et al. 2013]]. 
Für das LTBP4 sind die o.g. Isoformen beschrieben [ROBERTSON et al. 2015], die bei 
Ausfall zu unterschiedlich stark ausgeprägten Krankheitsbildern führen. Die muta-
tionsbedingte Defizienz der Ltbp4-/- Mäuse weist die schwerste Symptomatik auf. Sie 
versterben in den ersten 14 Tagen postnatal vermutlich an Multiorganversagen, das 
durch Fehlentwicklungen von v.a. der Lunge (massive Emphyseme, fehlende Alveo-
larisierung, hochgradige Atelektasen (Abbildung 9)), aber auch von Herz und Aorta 
hervorgerufen wird [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. Das Krankheitsbild entspricht 
dem bereits erwähnten ARCL1C Syndrom (Kapitel 2.11) [URBAN et al. 2009]. Patien-
ten weisen craniofaciale Missbildungen, bronchopulmonale Dysplasien mit emphyse-
matösen und atelektatischen Bereichen sowie Elastizitätsverlust der Haut auf [CALLE-
WAERT et al. 2013]. Die gentechnisch veränderten Mäuse, denen nur die Ltbp4S 
Splice-Variante fehlt (Ltbp4S-/-), weisen eine höhere Lebenserwartung auf. Sie ver-
sterben im adulten Stadium von ca. 32 Wochen. Pathologische Veränderungen wur-
den in Lunge und Herz analog zu den Ltbp4-/- Mäusen nachgewiesen, jedoch in stark 
abgeschwächter Form. Patienten, die beide Splice-Varianten aufweisen, zeigen eine 
höhere Lebenserwartung als die Ltbp4S-/- Tiere. Vermutlich kompensiert Ltbp4-L teil-
weise die Defekte, die durch Ltbp4-S verursacht werden. Ltbp4-L scheint somit u.a. 
für das postnatale Überleben bis ins adulte Stadium essentiell zu sein [STERNER-KOCK 
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Abbildung 9: Lunge der Ltbp4-/- Mäuse 
Das Lungenparenchym weist hochgradig atelektatische Bereiche auf, hervorgerufen durch 
stark erweiterte Alveolarräume mit reduzierter Anzahl an Alveolen [modifiziert nach [BULT-
MANN-MELLIN et al. 2015]]. 
2.9 Ltbp4 in der Lunge 
In der Lunge ist Ltbp4 essentiell für die Elastogenese und somit der Bildung elas-
tischer Fasernetzwerke. Fehlbildungen von Elastinfasern rufen schwere Schäden in 
der Lungenentwicklung hervor [WENDEL et al. 2000]. Die Elastogenese wird u.a. er-
möglicht durch die Interaktion zwischen Ltbp4 mit Fibulin4 und Fibulin5 an der EZM 
[BULTMANN-MELLIN et al. 2015, NODA et al. 2013]. Die Defizienz von Ltbp4S führt zu 
Fehlentwicklungen in den Lungen [WENDEL et al. 2000]. Ltbp4-/- Mäuse zeigen dage-
gen hochgradige Defekte im Aufbau der Alveolarräume, verminderte Ausbildung von 
Septen sowie großflächige Areale multifokaler Atelektasen. Die Folge sind Lungen-
emphyseme. Die Sauerstoff-Sättigung sowie der Sauerstoff-Partialdruck sind stark 
reduziert, so dass die Tiere postnatal zwischen dem 8. und 14. Lebenstag, vermutlich 
infolge eines Multiorganversagens, sterben [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. 
2.10 Angiogenese 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die Alveolarisierung neben der Elastogenese ist die 
Angiogenese des Lungenparenchyms [IOSEF et al. 2012, JAKKULA et al. 2000, LE CRAS 
et al. 2017]. Die Angiogenese umfasst die Entstehung neuer Blutgefäße von bereits 
bestehenden Blutgefäßen durch Stimulation angiogenetischer Wachstumsfaktoren 
[WELSCH 2006]. Hierzu gehört der vaskulär endotheliale Wachstumsfaktor A 
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Endothelzellen wirkt [FERRARA 2004]. Die Signaltransduktion erfolgt bei VEGFA über 
zwei Tyrosinkinase-Rezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2). Nach Aktivierung durch ge-
genseitige Phosphorylierung der Rezeptoren werden die Signale weitergeleitet 
[VAISMAN et al. 1990] und es kommt zur Gefäßneubildung. Mitwirkend sind hierbei 
noch weitere Cytokine wie z.B. parakrine Mediatoren, fibroblasten-stimulierender 
Faktor (FGF) sowie Angiogenin, das einen besonders potenten Stimulator darstellt 
[LÖFFLER G. 2007, TELLO-MONTOLIU et al. 2006]. Die VEGF Tyrosinkinase-Rezep-
toren sind u.a. in den Pneumozyten Typ II lokalisiert [FEHRENBACH et al. 1999]. Vegfa 
steht direkt mit Angiopoetin1 (Angpt1) und Angiopoetin2 (Angpt2) in Kontakt. Es 
induziert die Angpt1 und -2 Rezeptoren Tie1 und -2, so dass neue Gefäße gebildet 
werden können [TSIAMIS et al. 2002]. Ausgangspunkt sind Kapillaren, bei denen es 
am Spross zum Abbau der Basallamina kommt. Durch Migration und Proliferation der 
Endothelzellen bildet sich eine Art Schlauch. Es kommt zur Neubildung der Basal-
lamina mit Anheftung von Perizyten, so dass neue Gefäße entstehen (Abbildung 10) 
[WELSCH 2006]. 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung der Angiogenese des Säugetiers 
VEGF induziert die endotheliale Sprossung mit anschließender Gefässneubildung. Es kommt 
zur Ausbildung von Sprossspitzen (Tips), indem bestimmte Endothelzellen (grün und gelb) 
aufgrund ihrer Fortsätze mobil und invasiv aktiv werden. Die übrigen Endothelzellen sind sta-
tionär und bilden die Basis des Sprosses. Durch die Ausläufer der Tip-Zellen (orange) kommt 
es zur gegenseitigen Kontaktaufnahme, so dass eine Brücke gebildet wird. Es folgt die Modifi-
kation der „Brückenzellen“ in röhrenförmige Gefäße. Parallel entstehen durch Zellteilungen 
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Bei Anwesenheit von Vegf kommt es zu erhöhtem Wachstum und Differenzierung 
der Pneumozyten Typ II [BROWN et al. 2001]. Vegf gehört zu den hypoxie-induzier-
baren Mediatoren [LIU et al. 1995, SHWEIKI et al. 1992]. Interessanterweise wirkt er 
auch anti-apoptotisch auf verschiedene Zellen. Eine Hemmung von Vegf führt zu 
Apoptose und Lungenemphysemen [KASAHARA et al. 2000]. 
Neuste Erkenntnisse zeigen in den Lungen von Ltbp4-/- Mäusen eine herabgesetzte 
Angiogenese [BULTMANN-MELLIN et al. 2017]. Es kommt zu einer verminderten Ex-
pression verschiedener angiogenetischer Faktoren wie z.B. Angpt und Vegfs. Werden 
humane vaskuläre Endothelzellen der Plazenta (HPVEC) mit konditioniertem Medium 
muriner Lungenfibroblasten von Ltbp4-/- Mäusen stimuliert, führt dies zu einer redu-
zierten Kapillarausbildung [BULTMANN-MELLIN et al. 2017]. Begünstigende Fakto-
ren, die ebenfalls zur Reduktion der Angiogenese beitragen, sind ein Elastinmangel 
[HILGENDORFF et al. 2015] sowie eine vermehrte Expression von Tgf-β, das zur 
Transformation von Fibroblasten in Myofibroblasten führt [SIANI et al. 2014]. Diese 
beiden Faktoren konnten in den Lungen der Ltbp4-/- Mäuse nachgewiesen werden 
[BULTMANN-MELLIN et al. 2017], woraus eine erhöhte Expression von Kollagen und 
interstitieller Fibrose resultiert [COSGROVE et al. 2004]. Durch den zunehmenden 
Funktionsverlust des Lungengewebes, der durch die Fibrose hervorgerufen wird, ist 
die physiologische Entwicklung von Blutgefäßen stark herabgesetzt. Da die Angio-
genese essentiell für Alveolarisierung und Septierung ist, sind schwere Defekte zu 
erwarten [IOSEF et al. 2012, JAKKULA et al. 2000, LE CRAS et al. 2017]. 
2.11 Autosomal-rezessives Cutis laxa Syndrom Typ 1C 
Patienten, denen LTBP4 komplett fehlt, bzw. bei denen es dysfunktional vorliegt, 
zeigen das autosomal-rezessive Cutis laxa Syndrom Typ 1C, welches nach seinen Ent-
deckern ursprünglich als Urban-Rifkin-Davis Syndrom bezeichnet wurde [URBAN et 
al. 2009]. Es handelt sich hierbei um eine autosomal-rezessive Mutation des LTBP4 
Gens. Durch fehlende Synthese bzw. Sekretion von TGF-β zur EZM kommt es wahr-
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können hieraus schwere Schäden in der Elastogenese resultieren, die vor allem not-
wendig für die physiologische Entwicklung der Lunge ist. Defekte in der Septen-
bildung und Alveolarisierung mit anschließender Emphysembildung führen zum früh-
zeitigen Versterben innerhalb der ersten Tage bis Monate, vermutlich infolge eines 
Multiorganversagens. Neben den Lungendefekten (Emphyseme, Hypoplasie) sind 
Anomalien des Herzens, Gastrointestinaltrakts, Urogenitalsystems und der Musku-
latur beschrieben. Die Patienten sind gekennzeichnet durch lose bzw. faltige Haut in 
Gesicht, Händen, Füßen und des Körpers (Abbildung 11) [CALLEWAERT et al. 2013, 
URBAN et al. 2009]. Es wurde eine Mauslinie generiert, die nahezu das gleiche Krank-
heitsbild zeigt, wie die an ARCL1C erkrankten Patienten. Hierbei handelt es sich um 
das bereits beschriebene Ltbp4-/- Mausmodell. 
 
Abbildung 11: Klinische Symptomatik bei Patienten mit LTBP4-Mutationen 
(a+b) craniofaciale Missbildung eines ein Monate alten Patienten: Hypoplasie des Unter-
kiefers, abgeflachtes Mittelgesicht und breiter Nasenrücken. (c-e) Hautdeformationen auf-
grund fehlgesteuerter Elastogenese: übermäßig weite Haut an Körperstamm und Füßen mit 
Faltenbildung. (f) Translokalisierte Leber, dilatierter Darm, komprimierte Brust sowie eine 
Inguinalhernie (Röntgenaufnahme). (g) Kontraströntgen: dargestellt ist der Ösophagus mit 
abnormalen Verlauf. (h) Schwere Aussackungen der Blase. (i-k) Zwei Monate alter Patient, 
mit craniofacialen Missbildungen. (l) CT-Aufnahme: Hyperinflation und Atelektasen der Lun-
ge bei einem drei Monate alten Patienten. (m) Röntgenbild mit Darstellung von Atelektasen 
im rechten Lungenbereichs sowie Hyperinflation der linken Lunge. n) schwere Ausstülpungen 
der Blase. (o) und (p) frühzeitiges Altern der erschlafften Haut inklusive der Beine (o) sowie 
des Abdomens (p). (q) CT-Aufnahmen eines dreieinhalb Jahre alten Kindes: hochgradige Ate-
lektasen der Lunge sowie Diaphragmahernie mit zystischen Veränderungen. (r) und (s) ab-
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3. Tiere, Material und Methoden 
3.1 Tiere 
Tierversuchsgenehmigung 
Alle beschriebenen Tierversuche unterlagen der Genehmigung des Landesamtes für 
Natur, Umwelt und Verbraucherschutz des Landes Nordrhein-Westfalen in Reckling- 
hausen und wurden unter dem AZ 84-02.04.2014.AO23 und §4.16.005 geführt. Die 
Durchführung erfolgte nach den Richtlinien des Tierschutzgesetzes. 
Versuchstiere 
Die Ltbp4-/- Mauslinie wurde am Institut für Experimentelle Medizin der Universität 
zu Köln generiert und etabliert. Der embryonale Stammzellklon E301B04 wurde 
genetisch durch eine Gene-Trap Insertion am fünften Intron des Ltbp4 Gens modifi-
ziert, welches zu einer Defizienz von LTBP4 führt- (German Gene Trap Consortium 
(GGTC), Helmholtz-Zentrum, München, BRD). Die ES-Zellen wurden in eine Blasto-
cyste implantiert und einer pseudoträchtigen Maus eingesetzt. Die hieraus resul-
tierenden männlichen Chimären-Mäuse wurden mit weiblichen Mäusen der Maus-
linie C57BL/6N verpaart. Die Nachkommen wurden auf Ltbp4-Gendefizienz getestet 
und über zehn Generationen zurück gekreuzt, so dass der gewünschte Genotyp zu 
99,9 % erreicht wurde [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. Die Bestimmung des Geno-
typs wurde mit Hife der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) durchgeführt, wozu die 
DNA aus Schwanzspitzen bzw. Ohrlochstanzen der Mäuse gewonnen wurde.  
Versuchstierhaltung 
Die Tierhaltung erfolgte im Institut der Pharmakologie des Dezentralen Tierhal-
tungsnetzwerkes der medizinischen Universität zu Köln. Die Tiere wurden in indi-
viduell ventilierten Käfigen (IVC) gehalten. Hierbei handelte es sich um komplett ge-
schlossene Plexiglaskäfige (Typ II lang 540 cm2), die einen HEPA-Filter enthielten, 
durch welchen sowohl die einströmende Raumluft als auch die Abluft der Mäuse 
gefiltert wurde, so dass ein hoher Hygienestandard gegeben war. Die Haltung unter-
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Rhythmus, wobei ihnen Wasser und Futter ad libitum zur Verfügung standen. Die 
Temperatur in den Haltungsräumen lag zwischen 20 °C und 24 °C, die relative Luft-
feuchte zwischen 45 % und 60 %. Als Enrichment stand den Tieren ein Pappkarton-
häuschen, Nagerholz sowie Nestbaumaterial zur Verfügung, um ihr natürliches Ver-
halten zu fördern und ihr Wohlbefinden zu steigern. Die Besatzdichte betrug maximal 
5 adulte (> 20 g Körpergewicht) bzw. 9 juvenile Mäuse (< 20 g Körpergewicht/Tier). 
In den Zuchtkäfigen entsprach die Belegung meistens einem Zuchtpaar 1:1 (ein 
Männchen und ein Weibchen). 
3.2 Material 
3.2.1 Geräte 
Bezeichnung      Hersteller   
Analysenwaage     Scaltec, Heiligenstadt, BRD 
Autoklav VX 15     Systec, Linden, BRD 
Blottingsystem Mini Trans Blot Cell   Biorad, München, BRD 
Eismaschine      HiBU, Sprockhövel, BRD 
Elektrophorese Gelkammer    Peq Lab, Erlangen, BRD 
Elektrophorese Spannungsgerät   Peq Lab, Erlangen, BRD  
FACS Aria Cell Sorter     BD Bioscience, Heidelberg, BRD 
Fettstift      Biogenex, Milmont Drive, CA 
Fluoreszenzmikroskop BX43    Olympus, Hamburg, BRD 
Gefrierschrank -80 °C     Heraeus, München, BRD 
Gel-Dokumentationssystem (Bio Doc Analyse) Biometra, Göttingen, BRD 
GlowMax Multidetectionssystem   Promega, Mannheim, BRD 
Handschuhe      Abena, Zörbig, BRD 
Heizblock      Grant, Cambrige, UK 
Inkubator      Heraeus, München, BRD 
Kipp-Roll-Mischer     Phoenix, Bondorf, BRD 
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Mikroskop Axiovert 25    Zeiss, München, BRD 
Mikrotom HM 430     FisherScientific, BRD 
Mikrotomklingen Blade R35    FisherScientific, BRD 
Meta 510 Mikroskop     Zeiss, München, BRD 
Mikrowelle      Severin, Büdelsdorf, BRD 
Molecular Imager Chem Doc XRS+   Biorad, München, BRD 
Mörtel und Pistill     VWR, Darmstadt, BRD 
Live Cell Imaging Mikroskop 510 Meta  Zeiss, München, BRD 
Objektträger      Engelbrecht, Edermünde, BRD 
Photometer      Eppendorf, München, BRD 
Pipetten 5 ml/10 ml     Eppendorf, München, BRD 
Pipet-Boy      VWR, Darmstadt, BRD 
Pipettenspitzen     Eppendorf, München, BRD 
Plattformschüttler Duomax 1030   Heidolph, Schwabach, BRD 
Real Time PCR System 7500    Applied Biosystems, USA 
Sezierbesteck      Aesculap, München, BRD 
Sicherheitswerkbank (S1) Biowizard   Bartelt, Graz, AUT 
Spannungsgerät WB Power Pack Basic  Biorad, Hercules, USA 
Spannungsgerät WB Power Pack P 25  Biometra, Göttingen, BRD 
Tecan Concentrations Measurement  Tecan, Crailsheim, BRD 
Thermocycler      Biometra, Göttingen, BRD 
Timer       Roth, Karlsruhe, BRD 
Tischzentrifuge     Biozym, Hessisch Oldendorf, BRD 
µ-slides Angiogenesis     Ibidi, München, BRD 
Vortexer      Scientific–Industries, NY, USA 
Wasserbad      GFL, Burgwedel, BRD 
Zählkammer mit Deckgläschen, 0,0025 mm2 Neubauer, Heilbronn, BRD 
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3.2.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Bezeichnung    Hersteller    Artikel-Nr. 
7-Aminoacetinomycin (ADD)  Biozym, Hessisch Oldendorf, BRD 420404 
Antibiotikum/Antimykotikum Thermo Fisher Schwerte, BRD 15240-062 
Agarose Standard   Roth, Karlsruhe, BRD   3810.3 
Albumin Fraktion V (BSA)  Roth, Karlsruhe, BRD   8076.3 
Ammoniumpersulfat (APS)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD A7460 
Auto-MACS Rinsing Solution  Miltenyi Biotec, Berg. Gladb., BRD 130-091 
Beta-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD M6250-1L 
Blocking Milch (Halbfettmilch) Cell Signaling, Cambridge, UK 9995 
Bromphenolblau   Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD 115-39-3 
Chloroform    AppliChem, Darmstadt, BRD  A3691 
DAPI (4‘, 6-Diamidin-2-phenylindol) AppliChem, Darmstadt, BRD  A1001 
ddH20     eigene Herstellung   - 
Deoxycholat (DOC)   AppliChem, Darmstadt, BRD  A1531 
Desoxyribunukleotidtriphosphat-  
Mix (dNTP-Mix)   Thermo Fisher , Schwerte, BRD R0192 
Diethylpyrocarbonat-H2O (DEPC) Roth, Karlsruhe, BRD   4028.3 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Roth, Karlsruhe, BRD   A994.2 
Dithiothreitol (DTT)   Thermo Fisher, Schwerte, BRD R0862 
Dulbecco´s Modified Eagle  
Medium (DMEM)   Thermo Fisher, Schwerte, BRD 41966-025 
Dulbecco´s Modified Eagle  
Medium DMEM/F-12 (1:1)  Thermo Fischer, Schwerte, BRD 11039-021 
DPBS     Thermo Fisher , Schwerte, BRD  14190-094 
EC-Medium     ScienCell, Carlsbad, Kanada  1001 
EDTA-Dinatriumsalz   AppliChem, Darmstadt, BRD  A1103 
Endothelzellen Wachstums- 
Faktoren (ECGS)   ScienCell, Carlsbad, CA  1052 
Essigsäure, 96 %   Roth, Karlsruhe, BRD   37.38.2 
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Fetales Kälberserum (FKS)  Biochrom, Berlin, BRD  S0615 
Gelatine Solution   Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD G1393 
Geneticidindisulfit(G418)  Roth, Karlsruhe, BRD   CP11.2 
Glycerol    Calbiochem, Darmstadt, BRD 356352-1l 
Glycin     Roth, Karlsruhe, BRD   3908.2 
H2O2     Roth, Karlsruhe, BRD   8070.4 
Isopropanol    AppliChem, Darmstadt, BRD  A3928 
Ketamin    Pfizer, Berlin, BRD   - 
Kryoröhrchen    Sarstedt, Nürmbrecht, BRD  - 
Küvetten    Eppendorf, München, BRD  - 
L-Glutamin    Thermo Fisher , Schwerte, BRD 25030-24 
Liberase     Roche, München, BRD             540119001 
Luminol    Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD A4685 
Lysing Buffer Erythrozyten  BD Bioscience, Heidelberg, BRD 555899 
MACS Tissue Storage Solution Miltenyi Biotec, Berg. Gladb., BRD 130-100-08 
Magnesiumchlorid (MgCl2)  Merck Millipore, München, BRD 105833025 
Matrigel    BD Biosciences, Heidelberg, BRD 356230 
Midori Green    Biozym, Hessisch Oldendorf, BRD 617006 
Natriumchlorid (NaCl)  AppliChem, Darmstadt, BRD  A3579 
Natrium-Acid    Roth, Karlsruhe, BRD    K305.2 
Natriumlaurylsulfat (SDS)  AppliChem, Darmstadt, BRD  2263 
Neoclear    Merck Millipore, München, BRD 109843 
NP-40     Calbiochem, Darmstadt, BRD 492016 
Oligo(desoxythymidin)12-18  Thermo Fisher, Schwerte, BRD 18418012 
Para-Hydroxycoumarinsäure  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD  C9008 
PCR-Reaktionsgefäße 0,2 ml  Sarstedt, Nürmbrecht, BRD  - 
Penecillin/Streptomycin (P/S) Thermo Fisher, Schwerte, BRD 15140-122 
Phosphatase Inhibitor-Cocktail 2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD 15140 
Polyacrylamid (PAA)   VWR, Darmstadt, BRD  87972.260 
Roti®-Mount FluorCare  Roth, Karlsruhe, BRD   HP19.1 
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Ponceau-S Solution   Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD P7170-1L 
Porablot NCP (Nitro- 
cellulose Membran)   Macherey-Nagel, Düren, BRD 741280 
Protease Inhibitor-Cocktail  AppliChem, Darmstadt, BRD  A7779 
Proteinase K Solution   AppliChem, Darmstadt, BRD  A4392 
Reaktionsgefäße (1,5/15/50 ml) Sarstedt, Nürmbrecht, BRD  - 
Rnase Out Ribonuclease Inhibitor Thermo Fisher, Schwerte, BRD 4750 
Rotiphotese Gel 30 (37,5:1) (PAA) Roth, Karlsruhe, BRD   3029.1 
Roti-Quant (BRADFORD Reagenz) Roth, Karlsruhe, BRD   4015.1 
Salzsäure (HCl)   Roth, Karlsruhe, BRD   4625.2 
Sea Blocking Buffer    Thermo Fisher, Schwerte, BRD 37527 
Slides Angiogenese (ibiTreat) Ibidi, München, BRD   81506 
Spector Multicolour Broad Range  
Protein Ladder   Thermo Fisher , Schwerte, BRD 26634 
Spritzen (1/5/10 ml)   Braun, Melsungen, BRD  - 
Stickstoff, flüssig   Linde, Pullach, BRD   - 
Superscript III    Thermo Fisher, Schwerte, BRD 18080051 
Reverse Transcriptase 
SYBR Green ER qPCR Super Mix Thermo Fisher, Schwerte, BRD 11760-500 
Tetramethylethylenediamine  
(TEMED)    Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD T9281 
Tri-Reagent (Trizol)   Sigma-Aldrich, Taufkirchen, BRD T9424 
Tris(hydroxymethyl)amino- 
methan (TRIS)    Roth, Karlsruhe, BRD   5429.3 
Trypan Blue Solution   Thermo Fisher, Schwerte, BRD 15250061 
Trypsin, 0,05 %   Thermo Fisher, Schwerte, BRD 25300-054 
Tween 20    Roth, Karlsruhe, BRD    9127.2 
Whatmann-Paper, 3 mm  GE Healthcare , München, BRD 3030-153 
Xylazin     Bayer, Leverkusen; BRD  1320422 
Zellkultur 24-/96 well Platte  4titude, Berlin, BRD   - 
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Zellkulturschalen (10 cm)  Sarstedt, Nürmbrecht, BRD  - 
3.2.3 Kits und Assays 
Apoptose Assay   Promega, Mannheim, BRD  G8090 
(Caspase-Glo 3/7 Assay) 
 
Beetle Juice Big Kit   PJK, Kleinblittersdorf, BRD  102511 
 
Go taq Flexi DNA Polymerase Kit Promega, Mannheim, BRD  M8296 
 
Max Block Autofluorescence  
Reducing Kit (IF)   Dianova, Toronto, Kanada  MB-L 
 
Minute Single Cell Isolation (FACS) Invent Biotechnologie, Berlin, BRD SC-012 
 
SYBR® GreenERTM qPCR SuperMix  
For ABI PRISM® 8 (qPCR)  Thermo Fisher, Schwerte, BRD 11760-100 
 
Proliferations Assay  
(CellTiter 96 Aqueous One Solution) Promega, Mannheim, BRD  G3582 
 
Viabilitäts Assay  




26 | S e i t e  
3.2.4 Puffer und Lösungen 
Western Blot (WB) 
ECL-Solution   Solution A 0,1 M TRIS-HCl (pH 8,6)  
Luminol  
    Solution B para-Hydroxycumarinsäure 
      DMSO 
      30 % H2O2 
Blotting Buffer (10x)    30,3 g/l Glycin (1,92 M) 
144 g/l TRIS (0,25 M) 
RIPA III-Buffer     2,5 ml TRIS-HCl pH 8 (50 mM) 
      1,5 ml NaCl (150 mM)  
      500 µl SDS (0,1 %)   
      2,5 ml DOC (0,5 %)   
      500 µl NP-40 (1 %)   
      42,5 ml H2O (steril filtriert)  
      Protease-Inhibitor-Cocktail 
Running Buffer (10x)    144 g/l TRIS-HCl (0,25 M)  
      30,3 g/l Glycin (1,92 M)  
      10 g/l SDS (35 mM) 
Sample Buffer (5x)    1 g SDS (10 %)    
      5 ml Glycerol (100 %)   
      800 µl Bromphenolblau (1 %) 
      3,125 ml TRIS, pH 6,8   
      1,075 ml H2O  
TBS (10x)      12,1 g/l TRIS-HCl, pH 7,5 (100 mM) 
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TBS-T (10x)     12,1 g/l TRIS-HCl, pH 7,5 (100 mM) 
      87,66 g/l NaCl (1,5 M)   
      500 µl Tween 20 (0,05 % (v/v))  
Histologische Immunfluoreszenzfärbung (IF) 
PBS (10x) 0,24 g/l Kaliumhydrogenphosphat 
(KH2PO4) 
      1,44 g/l Dinatriumhydrogenphosphat 
      (Na2HPO4) 
      8 g/l Natriumchlorid (NaCl) 
      0,2 g/l Kaliumchlorid (KCl) 
Genotypisierung 
Tail Lysis Buffer    100 mM TRIS/HCl, pH 8,5 
      5 mM EDTA, pH 8,4 
      0,2 % SDS 
      200 mM NaCl 
      1:100 Proteinase K (Stock 20 mg/ml) 
TE-Puffer     2 M TRIS 
50 mM EDTA 
Zellkultur 
Stammlösung Liberase (100x)  5 mg Liberase in 2 ml sterilem ddH2O  
Lysepuffer     Liberase 0,13 Wünsch units/ml 
      DMEM/F12 
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3.2.5 Gele 





30 % PAA  
in ml 
1,5 M TRIS pH 8,8  
in ml 




10 0,8 0,665 0,5 20 2 
12,5 0,6 0,835 0,5 20 2 
 
 





30 % PAA 
in ml 
0,5 M TRIS pH 6,8  
in ml 




3,5 0,9 0,16 0,35 14 1,4 
 
 
Tabelle 5: Zusammensetzung des Agarosegels für die PCR 
Gel Substanz 
Agarose 1 % Agarose 




Die Primärantikörper bzw. Sekundärantikörper wurden für die Western Blots, die 
histologischen Immunfluoreszenz-Analysen und die Durchflusszytometrie (FACS) ver-
wendet. 
Tabelle 6: Primärantikörper für IF, WB und FACS 
Name Spezies
  
Verdünnung Hersteller Artikel-Nr. 






CD11b Ratte - (FACS) BioLegend 101208 
CD11c Hamster - (FACS) BioLegend 117308 
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CD19 Ratte - (FACS) BioLegend 152408 
 
CD45 Ratte - (FACS) BioLegend 103106 
 
















Tabelle 7: Sekundärantikörper für IF, WB und FACS 
Name Spezies Verdünnung Hersteller Artikel-Nr- 
AlexaFluor 546 Ziege 1:500 (IF) Thermo Fisher 11010 
Gapdh Kaninchen 1:5000 (WB) Cell Signaling 2188 
HRP Ziege 1:5000 (WB) Dianova 111-035-003 
 
3.2.7 Primer  
Primer für die Genotypisierung 
Alle Primer stammten von der Firma MGW-Biotech, Ebersberg, BRD.  
Tabelle 8: Primer zur PCR-Bestimmung von Genotyp und Geschlecht 
Name  Spezies Sequence (5´-3´) Größe 
5mL4_gen Maus CTC TGG GTG TCG CTA TTA GT 20 bp 
betageo_gen Maus GAA AGA CCG CGA AGA GTT TG 20 bp 
3mL4_gen Maus CAA GTC CAT CCC CAC ACT CT 20 bp 
YMT/2B_for (Sex-PCR) Maus CTG GAG CTC TAC AGT GAT GA 20 bp 
YMT/2B rev (Sex-PCR) Maus CAG TTA CCA ATC AAC ACA TCA 21 bp 
ZFX-L  Maus AAC ATC CTG AAC ACC TTG CC 20 bp 
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Tabelle 9: Primer für die Aktin- und RT qPCR 
Name Spezies Sequence (5´-3´) Größe 
Aktin-for 
Aktin-rev 
Maus CGT GGG CCG CCC TAG GCA CCA G 





Maus CAT TCT TCG CTG CCA TTC TG 





Maus TTA GCA CAA AGG ATT CGG ACA AT 





Maus TGC GAT TGC TTT GAT GCA TA 





Maus GTC TCC AAC GAG AGC CAG AG 





Maus CCT CGT TGT CGT GGT GAT TGT A 





Maus CTG CTG GCT TTG CAG AAC TCT 





Maus ACT GGA CCC TGG CTT TAC TG 





Maus GCC AGA CAG GGT TGC CAT AC 





Maus GAG GTC AAG GCT TTT GAA GGC 





Name    Hersteller    Artikel-Nr. 
HPVEC    ScienCell    7100 
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3.4 Methoden 
Alle gentechnischen Arbeiten erfolgten in dem S1 Labor, Gentechnische Anlage 1346 
des Instituts für Experimentelle Medizin der Universität zu Köln. 
3.5 Organentnahme der Versuchstiere 
Für die Versuchsreihe wurden 9 Tage (P9) alte, männliche Ltbp4-/- Mäuse im Ver-
gleich zu männlichen Wildtyp (WT) Mäusen untersucht. Die Tiere wurden mit einem 
Scherenschlag dekapitiert, um Proben zu Analysezwecken zu gewinnen. Es folgte die 
ventro-mediane Eröffnung der Bauchdecke. Anschließend wurde vom Processus xi-
phoideus ausgehend eine Sternotomie durchgeführt und jeweils lateral entlang des 
Zwerchfells das Mediastinum eröffnet. Herz und Thymus wurden entfernt, die Lun-
genhälften vorsichtig freipräpariert (Abbildung 12), entnommen und direkt in eisge-
kühltes PBS (für die Isolation primärer Lungenfibroblasten), 4 °C kalte MACS Storage 
Solution (für die Durchflusszytometrie) oder in flüssigen Stickstoff (für Protein oder 
RNA-Analysen) überführt. Eine andere Technik stellte die Perfusionsfixation der Lun-
ge dar, die in Kooperation mit Dr. Katharina Dinger, Experimental Pneumology, Uni-
versität zu Köln, durchgeführt wurde. Hierfür wurden die 9 Tage alten Tiere mit Keta-
min (100 mg/kg, Pfizer, Berlin, BRD) und Xylazin (5 mg/kg, Bayer, Leverkusen, BRD) 
anästhesiert. Nach Kontrolle des Zwischenzehenreflexes zur Überprüfung der chirur-
gischen Toleranz wurde der rechte Hauptbronchus ligiert und die linke Lungenhälfte 
mit 4 % Paraformaldehyd geflutet. Mit einem Unterwasserdruck von 10 cm wurde 
durch eine Kanüle, die in die Trachea eingeführt worden ist, das Fixiermittel eingege-
ben. Das fixierte Lungengewebe konnte nun zur Weiterverarbeitung histologischer 
Präparate in Paraffin eingebettet werden. Die rechte Lungenhälfte wurde reseziert 
und in Stickstoff für molekularbiologische Untersuchungen konserviert. Die Tötung 








Abbildung 12: Präparation der murinen Lunge an P9 
Die Abbildungen zeigen die Schritte der Lungenpräparation. (a) Eröffnung des Thorax durch 
Sternotomie. Brusthöhle mit Thymus (grauer Pfeil), Herz (roter Pfeil) und Lunge (hellblauer 
Pfeil) sowie die Bauchhöhle mit Leber (rosa Pfeil), Magen (weißer Pfeil), Darmkonvolut 
(oranger Pfeil) und Blase (gelber Pfeil). (b) Herz und Thymus wurden entfernt, so dass die 
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3.6 Histologie 
Immunfluoreszenz 
Mit der Technik der Immunfluoreszenz geht das Antigen im Gewebe, wie z.B. hier das 
Antigen der Pneumozyten Typ I bzw. Pneumozyten Typ II, mit dem primären Anti-
körper eine spezifische Bindung ein. Der sekundäre Antikörper, der wiederum mit 
einem Fluorochrom markiert ist, bindet an den primären Antikörper. Auf diese Weise 
wird das spezifische Antigen sichtbar gemacht und ist im Fluoreszenzmikroskop bei 
entsprechender Wellenlänge darstellbar. Hierbei ist wichtig, dass der sekundäre 
Antikörper gegen den primären Antikörper gerichtet ist. Stammt der primäre Anti-
körper z.B. aus der Maus muss der sekundäre Antikörper gegen das Immunglobulin 
der Maus gerichtet sein. Um unspezifische Bindungen auszuschließen, werden diese 
in einem vorherigen Schritt mit Proteinen geblockt.  
Immunfluoreszenz-Färbung der Lungenpräparate mit den Antikörpern SP-C und 
AQP5  
Von den in Paraffin eingebetteten, perfundierten Lungen wurden mit dem Mikrotom 
(Mikrotom HM 439, Fisher Scientific, BRD) 3 mm breite Schnitte angefertigt und auf 
den Objektträgern fixiert. Die immunfluoreszierende Färbung wurde mit Hilfe des 
MaxBlock Autofluorescence Reducing Kits durchgeführt. In einem ersten Schritt er-
folgte die Entparaffinierung über Nacht mit dem Reagenz Neoclear I. Am nächsten 
Tag mit Neoclear II und III, gefolgt von einer Hydrierung mittels absteigender 
Ethanolreihe (100 %, 96 %, 80 % und 70 %). Nach mehreren Waschvorgängen mit PBS 
wurde Proteinase K Solution zur Demaskierung der Antigen-Bindungsstellen aufgetra-
gen. Es folgte die Inkubation des Blocking-Puffers sowie die Inkubation des primären 
Antikörpers SP-C (Verdünnung 1:2000) bzw. AQP5 (Verdünnung 1:500) über Nacht 
(Tabelle 6). Hierbei wurde der primäre Antikörper spezifisch an das Antigen gebun-
den, das von den Pneumozyten Typ II (SP-C) bzw. den Pneumozyten Typ I (AQP5) 
sezerniert wurde. Es folgten mehrere Waschschritte mit PBS und die Inkubation mit 
dem sekundären Antikörper AlexaFluor 546 in einer Verdünnung von 1:500 (Tabelle 
7); dieser bindet den primären Antikörper und emittiert ein fluoreszierendes Signal 
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burg, BRD). Nach Inkubation und mehrfachen Waschschritten mit PBS wurde das Prä-
parat zur Färbung der Zellkerne mit DAPI versehen (Verdünnung 1:4000). Im letzten 
Schritt erfolgte das Eindecken der Schnitte mit dem Mountingmedium (Roti®-Mount 
FluorCare, Roth, Darmstadt, BRD). Die Präparate konnten bis zur Analyse am Fluores-
zenzmikroskop im Dunkeln bei 4 °C im Kühlschrank aufbewahrt werden. Alle Durch-
gänge verliefen bei Raumtemperatur. Die Präparate wurden im Fluoreszenzmikros-
kop mit dem 20x und 40x Objektiv analysiert. 
3.7 Zellkultur 
Die folgenden Zellkulturversuche wurden alle in einem Sicherheitslabor der Stufe 1 
durchgeführt (nach Gentechnik VO). Abbildung 13 zeigt die Übersicht der durchge-
führten Zellkulturversuche. 
 
Abbildung 13: Schematischer Ablauf der Zellkulturversuche zur Sekretomanalyse MLF 
Zunächst wurden die Lungen aus den Ltbp4-/- Mäusen und den Wildtypen frisch entnommen. 
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auf reduziertes Medium gesetzt, um konditioniertes Medium der Ltbp4-/- MLF und WT MLF 
zu gewinnen. Zeitgleich wurden MLE 12-Zellen (murine Lungenepithelzellen) ebenfalls auf 
reduziertem Medium kultiviert und anschließend mit dem konditionierten Medium der 
Ltbp4-/- MLF oder WT MLF im Vergleich stimuliert. Im Anschluss wurde ein Teil der Zellen für 
ein Proliferations-, Viabilitäts- sowie Caspase 3/7 Assay genutzt, der andere Teil wurde zur 
Gewinnung von RNA genommen, um die mRNA von Tgf-β Isoformen 1 bis 3, Ltbp1 und -4, 
die Surfactant-Proteine Sp-C und -B sowie angiogene Faktoren (Angpt1 und -2) und die vas-
kulär endothelialen Wachstumsfaktoren (Vegfa + b) zu messen. Zusätzlich wurde ein Tube 
Formation Assay durchgeführt, in welchem HPVEC-Zellen (adhärente humane vaskuläre 
Endothelzellen der Plazenta) mit dem konditionierten Medium von MLE 12-Zellen stimuliert 
und inkubiert wurden. Diese sind vorher mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF und 
WT MLF stimuliert worden. Das TGF-β Minc Lung Assay wurde durchgeführt, um die Tgf-β 
Aktivität in MLEC-Zellen (Lungenepithelzellen des Nerzes) nach Stimulation mit konditio-
niertem Medium der MLE 12-Zellen zu bestimmen. Die MLE 12-Zellen wurden vorher mit 
konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF und dem WT MLF im Vergleich stimuliert. Die je-
weiligen Inkubationsbedingungen sowie -zeiten sind der Abbildung zu entnehmen. 
3.7.1 Isolierung primärer muriner Lungenfibroblasten  
Die frisch präparierten Lungen der Ltbp4-/- Mäuse sowie der Wildtypen im Vergleich 
wurden direkt in eisgekühltes PBS überführt. Es folgte der Verdau in Lysepuffer über 
30 min. Anschließend wurden die mit Lyse-Puffer benetzten Lungenteile in einer Zell-
kulturschale mit dem Skalpell zerkleinert und bei 37 °C weiter verdaut. Die Digestion 
wurde mit einem Mix aus DMEM/F12, 15 % FKS und 1x AB/AM abgestoppt. Hierbei 
wurde solange resuspendiert bis eine homogene Suspension entstand. Es folgte die 
Zentrifugation bei 1700 rpm über 5 min. Der Überstand wurde abgesaugt und das 
Pellet zweimal mit DMEM/F12 gut resuspendiert, um Liberasereste zu entfernen. 
Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt wurde der Überstand verworfen und das 
Pellet in DMEM/F12 aufgenommen. Die Zellsuspension wurde im Anschluss auf einer 
Zellkulturplatte (Durchmesser 10 cm) ausplattiert. Die murinen Lungenfibroblasten 
waren somit isoliert. Nach der ersten Passage hatten die Zellen in DMEM, 15 % FKS 
und 1x P/S sowie 37 °C und 5 % CO2 optimale Wachstumsbedingungen. Anschließend 
wurden die Lungenfibroblasten 7 Tage lang auf reduziertes Medium (2 % FKS) gesetzt, 
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3.7.2 MLE 12-Zellkultivierung 
Bei den MLE 12-Zellen handelt es sich um adhärente SV 40 transformierte Lungen-
epithelzellen (Pneumozyten Typ II) der Spezies Maus. Sie exprimieren das Surfactant 
Protein B und C. Das Wachstumsmedium besteht aus DMEM/F1, 2 mM L-Glutamin 
und 2 % FKS. Nach erfolgreicher Zellkultivierung wurden die MLE 12-Zellen 24 h auf 
reduziertes Medium gesetzt (DMEM/F12 mit nur 0,2 % FKS). Anschließend wurden 
die MLE 12-Zellen mit dem konditionierten Medium der Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu 
WT MLF Medium über 48 h stimuliert. In Vorbereitung für den Tube Formation Assay 
betrug die Kultivierung 72 h. 
3.7.3 Tube Formation Assay 
Mit dem Tube Formation Assay (TFA) wurde der Einfluss des konditionierten Medi-
ums auf angiogene Eigenschaften der MLE 12-Zellen die, wie gerade beschrieben, mit 
dem konditionierten Medium muriner Lungenfibroblasten der Ltbp4-/- oder WT Mäu-
se stimuliert wurden. Dieses erfolgte auf HPVEC-Zellen. Hierbei handelt es sich um 
adhärente humane vaskuläre Endothelzellen der Plazenta. Sie benötigen EC-Medium 
mit folgenden Zusätzen: 5 % FKS, 1 % S/P und 1 % Endothelzellen Wachstumsfakto-
ren. Die Inkubation erfolgte bei 95 % Luft, 5 % CO2 und einer Temperatur von 37 °C. 
Wichtig war, dass die Kultivierung auf gelatine-behafteten Zellkulturflaschen (750 µl 
Gelatine + 7,5 ml H2O dest.) erfolgte, um die Adhärenz zu gewährleisten. Die Zellen 
wurden im Gefrierschrank bei -150 °C gelagert. Anschließend wurden sie im 
Wasserbad vorsichtig aufgetaut und in eine mit vorgelegtem EC-Medium (plus 5 % 
FKS, 1 % ECGS und 1 % P/S) gelatinierte Flasche überführt. Die nächste Passage 
erfolgte 48 h später. Nach weiteren 72 h hatten die Zellen ihre optimale Zelldichte 
erreicht, so dass sie für den Versuch eingesetzt werden konnten. Zunächst wurde 
eine Zellkulturplatte (µl-Slide) mit Matrigel (basalmembranartige Matrix) vorbereitet. 
Das gekühlte Matrigel (20 µl) wurde pro well des Slides aufgetragen und mindestens 
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Zellen trypsiniert, gezählt und 4000 Zellen in je 50 µl des konditionierten Mediums 
der MLE 12-Zellen der Ltbp4-/- Mäuse bzw. des Wildtyps aufgenommen. Anschließend 
wurde die Zellsuspension pro well der Matrigel-Layer pipettiert. Nach einer einstün-
digen Anhaftungsphase erfolgte die fotografische Dokumentation an dem Live Cell 
Imaging Mikroskop Zeiss Meta 510. Dieses fotografierte stündlich mit einem 10x 
Objektiv über einen Zeitraum von 18 Stunden die durch das konditionierte Medium 
der murinen Lungenfibroblasten stimulierten HPVEC-Zellen. Die Auswertung erfolgte 
durch Zählen der sich gebildeten Kapillaren nach 12 Stunden. Hier hatten sich erfah-
rungsgemäß die meisten Kapillaren ausgebildet. Bei fortsetzender Inkubation zeigte 
sich wieder eine Reduktion. Die Anzahl der Kapillaren wurde in Relation mit der 
Fläche gesetzt, auf der sie sich gebildet hatten (Kapillaren/cm2). Zu Hilfe stand die 
Software ImageJ, Fiji. 
3.7.4 TGF-β Minc Lung Assay 
Der Nachweis von aktivem TGF-β erfolgte mit Hilfe der MLEC-Zelllinie, bei der es sich 
um Lungenepithelzellen des Nerzes handelte. Diese sind transfiziert mit dem PAI-1 
(humaner Plasminogen Aktivator Inhibitor) der an das firefly Luziferase Reportergen 
gekoppelt ist, welches abhängig von TGF-β exprimiert wird. Je höher TGF-β ist, desto 
stärker ist die Luziferaseaktivität in den Zelllysaten. Die Zellen wurden aufgetaut und 
mit DMEM sowie 10 % FKS, 1 % P/S und 200 µg/ml G 418 auf einer Zellkulturplatte 
(Durchmesser 10 cm) ausplattiert. Nach erfolgreicher Zellkultivierung, d.h. sofern die 
Zelldichte hoch genug war, wurden die Zellen trypsiniert und gezählt. Die Aussaat er-
folgte auf einer 96-well-Platte, auf der pro well 16000 Mink-Zellen ausgesät wurden. 
Die Zellen wurden anschließend über drei Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. 
Das Volumen des konditionierten Mediums der MLE 12-Zellen, die vorher über 48 h 
mit konditioniertem Medium muriner Lungenfibroblasten der Ltbp4-/- Mäuse sowie 
des Wildtyps stimuliert wurden, betrug je Genotyp 600 µl. Diese wurden in zwei Frak-
tionen aufgeteilt. Die erste Fraktion wurde 5 min. bei 80 °C inkubiert (aktives Tgf-β), 
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Triplet aufgetragen. Als Kontrolle diente Medium, das aus DMEM und 2 % FKS sowie 
0,1 % BSA bestand und zweifach pipettiert wurde. Auch hier erfolgte die Hitzebe-
handlung von nur einer Fraktion. Zur Bestimmung der Konzentration wurde eine Eich-
kurve erstellt. Als Grundlage diente die Stammlösung des rekombinanten, humanen 
TGF-β1 mit einer Konzentration von 1 µg, das in 4 mM HCl gelöst wurde, so dass eine 
Stammlösung von 1 µg/100 µl entstand. Es wurde eine Verdünnung von 1:100 ange-
setzt (0,01 µg/100 ml), wovon wiederum 2,5 µl genommen und auf 500 µl Medium 
gegeben wurde. Die Verdünnungsreihe ist Tabelle 10 zu entnehmen. 























































Die Verdünnungen wurden jeweils 2-fach pipettiert. 
Nach Auftragen der Proben, Kontrollen und einzelnen Verdünnungen des TGF-β1 auf 
die 96-well-Platte erfolgte die Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 über Nacht. Am 
nächsten Tag wurde das Medium abgesaugt, zweimal mit PBS gewaschen und mit 
Lyse-Puffer versetzt. Die Reagenzien für den Lyse-Puffer sind in dem Beetle Juice Big 
Kit enthalten und setzen sich aus dem Puffer selbst sowie gleicher Menge H2O2 zu-
sammen. Es folgte die Inkubation über 15 min. bei Raumtemperatur auf dem Hori-
zontalschüttler. Danach wurde das Zelllysat in das Reaktionsgefäß des GloMax Multi-
detektionssystems überführt und Beetle-Juice (D-Luziferin + ATP) hinzu pipettiert. 
Anschließend erfolgte die Messung der Firefly-Luziferase. Der Anteil des bei den 
Ltbp4-/- Mäusen gemessenen Wertes wurde auf den Mittelwert der Wildtypen in 
Prozent bezogen und miteinander verglichen. Zudem wurde der relative TGF-β Anteil 
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3.7.5 Proliferations Assay 
Prinzip 
Der Proliferations Assay (Celltiter 96® Aqueous One Solution Cell) basiert auf dem 
Prinzip der Kolorimetrie zur Bestimmung lebender, proliferierender Zellen. Die 
Durchführung erfolgt nach Angaben des Herstellers Promega, Madison, USA. Es wer-
den zwei Reagenzien gemischt. Das eine Reagenz enthält eine Tetrazoliumverbin-
dung (MTS). Bei der anderen Substanz handelte es sich um ein elektronen-bindendes 
Reagenz (PES), das zusammen mit dem MTS eine stabile Lösung bildet. Die MTS Tetra-
zoliumverbindung wird durch die Zellen in ein gefärbtes Formazanprodukt reduziert. 
Nach Zugabe des Reagenzes zu den Zellen und einer Inkubationszeit zwischen 1–4 h 
erfolgte die Messung der Absorption bei 490 nm. Hierbei wurde die Menge der ge-
bildeten Formazan Produkte gemessen, welche direkt proportional zur Anzahl leben-
der Zellen ist und somit auf die Proliferation schließen lässt. 
Durchführung 
Zur Durchführung des Proliferations-Assays wurde eine 96-well-Platte mit einer 
Zelldichte von 5000 MLE 12-Zellen benötigt. Diese ist mit dem konditioniertem Me-
dium muriner Lungenfibroblasten der Ltbp4-/- Mäuse sowie dem der Wildtyp-Lungen-
fibroblasten stimuliert worden. Die Inkubation der MLE 12-Zellen erfolgte unter 
Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO2) über 48 h, wobei nach 24 h das Medium ge-
wechselt wurde. Die Substanz des Kits wurde auf Raumtemperatur gebracht und 20 
µl des One Solution Reagenz pro well aufgetragen. Die Zellen wurden zwei weitere 
Stunden unter Standardbedingungen inkubiert. Danach erfolgte die Auslesung der 
96-well-Platte mit dem Glowmax Multidetektionssystem bei einer Wellenlänge von 
490 nm. Anschließend wurde der Anteil des bei den Ltbp4-/- Lungenfibroblasten ge-
messenen Wertes bezogen auf den Mittelwert der Wildtypen prozentual bestimmt 
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3.7.6 Viabilitäts Assay 
Prinzip 
Das Prinzip basiert auf der quantitativen Bestimmung des ATP-Gehalts. Dieser gilt als 
Indikator für die metabolische Aktivität der Zellen. Durch Zugabe des Reagenzes 
erfolgt eine Zelllyse und ein damit verbundenes Lumineszenz-Signal, welches pro-
portional zu der vorhandenen Menge ATP ist. Die ATP-Menge ist wiederum pro-
portional zu der Anzahl der lebenden Zellen, so dass Rückschluss auf die Viabilität der 
Zellen gezogen werden kann. 
Durchführung 
Die kultivierten MLE 12-Zellen wurden mit dem konditioniertem Medium muriner 
Lungenfibroblasten der Ltbp4-/- Mäuse sowie dem der Wildtyp-Lungenfibroblasten 
über einen Zeitraum von 48 h stimuliert. Nach den ersten 24 h wurde das Medium 
gewechselt. Puffer und Substrat des Kits (zusammen als Cell Titer Glo Reagenz (CTG) 
bezeichnet) sowie die 96-well-Zellkulturplatte wurden auf Raumtemperatur ge-
bracht und je 90 µl des CTG- Reagenzes pro well pipettiert. Anschließend erfolgte 
eine Inkubation für 2 min. auf dem Horizontal-Schüttler, so dass die Zellen lysiert 
wurden. Um das Lumineszenz-Signal zu stabilisieren, wurden der Reaktionsansatz 
weitere 10 min. der Raumtemperatur ausgesetzt. Anschließend wurde die Konzen-
tration der Lumineszenz mit dem Glowmax Multidetektionssystem gemessen. Die 
Auswertung erfolgte analog zu 3.7.5. 
3.7.7 Caspase-3 Assay 
Prinzip  
Der Assay basiert auf Messung der Caspase-3 und -7 Aktivität adhärenter Zellen. Die 
Caspase spielt eine wesentliche Rolle in der Apoptose von Säugetierzellen. Basis des 
Protokolls sind die Angaben des Herstellers Promega, Madison, USA. Das verwen-
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peptidsequenz DEVD aufweist. Bei Zugabe des Reagenzes kommt es zur Zelllyse und 
Spaltung der Caspase. Durch diesen Prozess wird das Aminoluziferin freigesetzt. Die 
Luziferase reagiert und emittiert ein Lichtsignal. Die Lumineszenz ist proportional zur 
Menge der Caspase-Aktivität und somit der Apoptose. 
Durchführung 
Die Reagenzien des Kits sowie die Zellkulturplatte, die die mit dem konditionierten 
Medium muriner Lungenfibroblasten (Ltbp4-/- Mäuse im Vergleich zum Wildtyp) 
stimulierten MLE 12-Zellen enthielt, wurde auf Raumtemperatur gebracht. Danach 
wurden die Reagenzien im Verhältnis 1:1 gemischt und in die wells pipettiert. Die 
Inkubation des Reaktionsansatzes erfolgte zwischen 30 min. bis 3 h. Anschließend 
wurde die Lumineszenz mit dem Glowmax Multidetektionssystem nach 45 min., 60 
min. und 240 min. gemessen. Zur Auswertung wurde der Mittelwert der drei Mes-
sungen gebildet und analog zu 3.7.5 ausgewertet. 
3.7.8 Fluoreszenz Activating Cell Sorting (FACS) 
Prinzip 
Das Fluoreszenz Activated Cell Sorting (FACS) wird als Synonym für die Durchfluss-
zytometrie zur quantitativen Analyse von Zellen verwendet, welches auf dem Prin-
zip der Antigen-Antikörper-Reaktion basiert. Die zu untersuchenden Zellen werden 
zunächst mit Fluorochromen markiert. Hierbei handelt es sich um fluoreszierende 
Farbstoffe, die jeweils Lichtenergie einer charakteristischen Wellenlänge absorbie-
ren. Die Zellen werden anschließend einzeln in einer Kapillare an einem gebündelten 
Laserstrahl vorbei geleitet, wobei ihre charakteristische Fluoreszenz durch einen Fo-
todetektor erfasst wird. Zusätzlich zur quantitativen Aussage sind Informationen über 
z.B. die Granularität oder Oberflächenbeschaffenheiten sowie Größe möglich, da das 
FACS neben der Fluoreszenz auch das Streulicht erfasst. Die Zellen emittieren unter-
schiedliche Lichtstreuung und Beugung. Die Lichtsignale werden in elektrische Im-
pulse konvertiert, wobei die Zellen in kleine Flüssigkeitstropfen verpackt werden, 
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eine positive oder negative Ladung tragen bzw. neutral sind (keine Antikörper-
bindung). Die Zellsortierung erfolgt, indem die geladenen Tropfen in dem elek-
trischen Feld abgelenkt und in entsprechende Gefäße sortiert werden [JOPPIEN et al. 
2011]. 
Zur Detektion wurden folgende Antikörper verwendet, welche verschiedene Ober-
flächenmarker, sogenannte Cluster of Differentiation (CD) Marker, erkennen: 
Tabelle 11: Antikörper-Antigen Darstellung der FACS-Analyse 
Antikörper Antigen markierte Zelltypen 
F4/80 Makrophagen 
CD11b Monozyten, Makrophagen 
CD11c Granulozyten, Monozyten, Killerzellen, B- 
und T-Lymphozyten 




SP-C Pneumozyten Typ II 
 
Durchführung 
Als Vorlage diente das Protokoll von Jove mit dem Titel Flow Cytometric Isolation of 
Primary Murine Type II Alveolar Epithelial Cells for Functional and Molecular Studies 
[GEREKE et al. 2012], das entsprechend modifiziert wurde sowie die Angaben des 
Herstellers des Minute Single Cell Isolation Kits. 
Die frisch entnommenen Lungen der Ltbp4-/- Mäuse sowie der Wildtypen wurden in 
je drei gleiche Teile geteilt und in eisgekühltes PBS überführt. Durch die Verwendung 
der MACS Tissue Storage Solution (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, BRD) war die 
Konservierung für einen Zeitraum von 3 bis 12 Tagen bei 4 °C möglich. Für die Isola-
tion von Einzelzellen wurde je ein Drittel Lunge in eine in dem Kit enthaltene Säule 
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wurde und mit einem Stab zu einer homogenen Masse „püriert“. 400 µl Solution A 
wurden auf ein Gesamtvolumen von 500 µl substituiert. Anschließend erfolgte die 
Zentrifugation der Proben in einer Kühlzentrifuge für 3 min. bei 5000 rpm. Nach Ent-
fernen des Filters wurde das Pellet in der Zellsuspension resuspendiert und in die 
FACS-Röhrchen überführt. Die sich im Filter abgesetzten Gewebereste wurden mit 
500 µl MACS-Puffer erneut resuspendiert und zentrifugiert, gefolgt von einem wei-
teren Waschschritt mit MACS-Puffer (Zentrifugation: 300 G, 10 min., 4 °C). Nach Ab-
schütten des Überstandes wurde das Pellet in dem vorher angesetzten CD16/32-
Antikörper-Mix resupendiert und 10 min. bei Raumtemperatur schüttelnd inkubiert. 
Die Reaktion wurde durch einen weiteren Waschschritt beendet, gefolgt von 1 min. 
Inkubation im Dunkeln mithilfe des Erythrozyten Lysis Buffer (BD Bioscience, Heidel-
berg, BRD), um die Erythrozyten zu lysieren. Anschließend wurden die Zellen in den 
FACS-Röhrchen nochmals mit MACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert. Der Über-
stand wurde dekantiert und das Zellpellet in MACS-Puffer resuspendiert. Danach 
wurden folgende Mengen an Antikörpern (siehe auch Tabelle 6) pro Probe hinzu-
gesetzt: 
F4/80  > 2,0 µl 
CD11b  > 0,5 µl 
CD11c  > 0,5 µl 
CD45  > 0,25 µl 
CD19  > 1,5 µl 
Pro SP-C > 2,0 µl 
Alle Antikörper bis auf SP-C, welches Fluorescinisothiocyanat (FITC A) markiert war, 
waren mit Phycoerythrin (PE) versehen. 
Es folgte die Inkubation im Kühlschrank bei 4 °C. Im letzten Waschschritt wurden die 
FACS-Röhrchen wieder mit MACS-Puffer aufgefüllt und bei 300 G 10 min. zentri-
fugiert. Der Überstand wurde dekantiert und das Pellet in 100 µl MACS-Puffer re-
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sung wurde das 7-AAD Reagenz zur Bestimmung der lebenden bzw. toten Zellen hin-
zu gegeben (der Farbstoff lagert sich in der DNA toter Zellen ein). 
Die Zellsortierung und Analyse erfolgte mit dem FACS Aria Cell Sorter der Firma BD. 
Die x-Achse des Histogramms zeigte die Intensität der Fluoreszenz, die y-Achse die 
Anzahl der sortierten Zellen. Die Zellen wurden hintereinander gemessen und stell-
ten sich im Histogramm als sogenannte Dot Plots dar, welche die entsprechenden 
Populationen bzw. Subpopulationen widerspiegelten. Diese wurden in sogenannte 
Gates sortiert. Felder, die zu Beginn der Messung individuell festgelegt wurden, um 
entsprechende Zellpopulationen aufgrund ihrer Größe bzw. Oberflächenbe-
schaffenheit und somit ihrer individuellen Fluoreszenz festzuhalten. Die Sortierung 
erfolgte durch Ausschluss der PE-gefärbten Zellen sowie der FITC (SP-C) Positivität. 
Diese Fraktion entsprach den SP-C-Zellen und somit den Pneumozyten Typ II. An-
schließend wurde der Anteil der Pneumozyten Typ II der Ltbp4-/- Mäuse bezogen auf 
den Mittelwert der Wildtypen prozentual bestimmt und miteinander verglichen.  
3.8 Molekularbiologische Methoden 
3.8.1 Genotypisierung 
Isolierung der DNA aus Schwanzspitzenbiopsien 
Die entnommenen Schwanzspitzen der Ltbp4-/- Mäuse bzw. der Wildtypen wurden 
über Nacht in dem Tail Lysis Buffer bei 55 °C lysiert. Am nächsten Tag wurde das Lysat 
zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt. Zur DNA-
Fällung wurde Isopropanol hinzu pipettiert, so dass die DNA ausflockte und durch 
Zentrifugation von den übrigen Bestandteilen getrennt werden konnte. Der Über-
stand wurde dekantiert und das Pellet mit 70 %igen Ethanol gewaschen. Nach erneu-
ter Zentrifugation wurde der Überstand verworfen, das Pellet kurz angetrocknet und 
je nach Größe in TE-Puffer + RNaseA aufgenommen. Für die anschließende PCR wur-
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PCR wurde das Protokoll nach Herstellerangaben mit den entsprechenden Reagen-
zien aus dem Go taq Flexi DNA Polymerase Kit benutzt. 
3.8.2 Polymerase-Ketten-Reaktion  
Prinzip 
Die PCR dient der Vervielfältigung von spezifischen DNA-Abschnitten. Dies erfolgt in 
einem Thermocyler über mehrere Schritte. Zunächst muss die DNA, die als Doppel-
strang vorliegt, aufgetrennt werden (Denaturierung). Dies geschieht durch Hitze-
einwirkung, wodurch Wasserstoffbrücken gespalten werden. Liegen Einzelstränge 
vor kommt es zur Anlagerung sequenzspezifischer Oligonukleotide, der sogenannten 
Primer (Annealing), mit anschließender Verlängerung komplementärer Basenpaare 
durch die DNA-Polymerase (Elongation), so dass wieder ein neuer Doppelstrang pro-
duziert wird. Dieser Zyklus wird so oft wiederholt, bis die DNA in nachweisbarer 
Menge vorliegt. Der DNA-Abgleich erfolgt mittels Gelelektrophorese. Hier werden die 
DNA-Fragmente nach ihrer Größe und Ladung aufgetrennt, indem sie durch eine 
spannungsabhängige Agarose-Gelmatrix laufen, die mit einem fluoreszierenden 
Farbstoff angereichert ist. Das Gel befindet sich in einer Pufferlösung. Durch Anlegen 
eines elektrischen Feldes werden die Moleküle aufgetrennt. Die Laufrichtung erfolgt 
von der Kathode (Negativ-Pol) zur Anode (Positiv-Pol). Da die DNA negativ geladen 
ist wandert sie Richtung Anode. Je nach Größe der DNA erfolgt die Auftrennung, 
wobei kleine Fragmente schneller durch das Gel laufen als große Fragmente. Der 
Fluoreszenzfarbstoff lagert sich in der DNA ab, so dass die Visualisierung erfolgen 
kann. Zum Vergleich der Fragmentgrößen wird ein Standardmarker verwendet. Es 
folgt der Größenabgleich der Basenpaare der gesuchten DNA mit dem des Stan-




46 | S e i t e  
Durchführung 
Nach der DNA-Isolation aus den Schwanzspitzen der Ltbp4-/- Mäuse bzw. der Wild-
typen wurde eine PCR zur Genotypisierung und Geschlechtsbestimmung durch-
geführt. Hierfür wurden die Reagenzien aus Tabelle 12 verwendet. 
Tabelle 12: PCR-Reagenzien zur Bestimmung von Genotyp und Geschlecht 
Reagenz Geschlechts-PCR  Genotypisierungs-PCR 
PCR-Puffer 1x 1x 
MgCl2 3 mM 1,5 mM 
dNTPs je 0,2 mM je 0,2 mM 
YMT/2B_for/rev 0,4 mM - 
ZFX-L 0,3 mM - 
ZFX-R 0,3 mM - 
3mL4_gen - 0,11 µM 
Betageo_gen - 0,5 µM 
5mL4_gen - 0,5 µM  
Go Taq 0,3 U 0,5 U 
Template 100 ng 50 ng 
 
PCR 
 Die PCR durchlief folgende Schritte im Thermocycler: 
Schritt       Zeit 
1. Denaturierung bei 95 °C    2 min. 
2. Denaturierung bei 95 °C    50 sek. 
3. Annealing bei 60 °C    50 sek. 
4. Elongation bei 72 °C    96 sek. 
> Schritt 2 bis 4: 34 Zyklen 
5. Final-Elongation bei 72 °C    7 min. 
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Tabelle 13: DNA-Fragmentgröße der PCR-Analyse für Genotyp und Geschlecht 
Genotyp Größe in bp 
WT 900 
Ltbp4-/- 1500 
Männlich (XY) 104 und 344 
Weiblich (XX) 104 
Es folgte die gelelektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente. Das Agarose-
gel wurde mit Midori Green (Biozym, Hessisch Oldendorf, BRD) und TAE-Puffer an-
gesetzt, in der Mikrowelle kurz aufgekocht und in den Gelschlitten gegossen. Ein 
Kamm wurde in das Gel eingesetzt, so dass sich entsprechende Geltaschen bilden 
konnten. Nachdem das Gel polymerisiert war, wurde der eingesetzte Kamm ent-
nommen und die Gelkammer mit TAE-Puffer aufgefüllt. Der Standardmarker sowie 
die Proben wurden in die Geltaschen pipettiert. Anschließend wurde die Elektropho-
rese bei einer Spannung von 120 V durchgeführt, so dass die DNA-Fragmente nach 
Größe und Ladung aufgetrennt wurden. Die Visualisierung erfolgte mit dem 
Molecular Imager Chem Doc XRS+ (Biorad, Hercules/Kalifornien, USA). 
 
Der WT zeigte eine Bande von 900 bp, die Ltbp4-/- Maus wies 1500 bp auf. Bei der 
Geschlechts-PCR waren bei den Männchen 2 Banden (je eine Bande für das X-
Chromosom (104 bp) und eine Bande für das Y-Chromosom (344 bp) sichtbar. Das 
Weibchen hingegen zeigte, bedingt durch Überlagerung, nur eine Bande bei 104 bp 
für das X-Chromosom (Tabelle 13). 
3.8.3 Western Blot 
Prinzip 
Der Western Blot dient der Identifizierung und Quantifizierung aufgereinigter Prote-
ine aus z.B. Gewebeproben. Die Proteine werden zunächst in mehreren Teilschritten 
in einem Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Danach werden sie span-
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Transfer kann durch Färbung der Proteine mit der Ponceau-Rot Lösung dargestellt 
werden. Anschließend erfolgt die Detektion der Proteine durch Antigen-Antikörper-
Bindung. Hierzu werden primäre und sekundäre Antikörper verwendet. Der Primär-
antikörper geht eine spezifische Bindung mit einem Antigen des zu untersuchenden 
Proteins ein. Der Sekundärantikörper bindet wiederum an den primären Antikörper. 
Unspezifische Bindungen werden mit z.B. Milch geblockt. Um die Antikörperbindung 
zu visualisieren, wird ein Enzym (z.B. die Horseradish Peroxidase (HRP)), welches an 
den sekundären Antikörper gebunden ist und eine Chemiluminiszenz-Reaktion her-
vorruft, eingesetzt (Luminol wird durch das HRP in seine oxidative Form katalysiert, 
wodurch die Lumineszenz entsteht); dieses Signal wird durch Benetzung der Mem-
bran mit der ECL-Solution ausgelöst und mit Hilfe eines Detektors sichtbar gemacht. 
Herstellung der Proteinlysate zur Western Blot Analyse 
Die bei –80 °C tiefgefrorenen Lungen der Ltbp4-/- Mäuse bzw. der Wildtypen wurden 
zunächst unter flüssigem Stickstoff gemörsert. Danach ist eine Puffer-Mischung aus 
RIPA III, Protease-Inhibitor sowie Phosphatase-Inhibitor frisch angesetzt worden. Je 
nach Probenmenge wurden zwischen 60 und 100 µl der Mischung zu den Proben 
pipettiert. Es folgte eine Inkubation von 30 min. auf Eis. Anschließend wurden die 
Proben bei 13200 U/min für 15 min. bei 4 °C in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert und 
der Überstand in ein neues steriles Eppendorf-Gefäß überführt. Die Bestimmung der 
Proteinkonzentration erfolgte mit dem BRADFORD-Reagenz (5x). Der enthaltende 
Farbstoff Coomassie Brillant Blau bildet mit den Proteinen Komplexe, so dass diese 
(im Gegensatz zu dem nicht gebundenen Farbstoff) bei einer Wellenlänge von 595 
nm erfasst werden [COMPTON et al. 1985]. Das Reagenz wurde 1:5 mit H2O dest. 
verdünnt (200 µl BRADFORD Reagenz plus 800 µl H2O dest) und mit je 1 µl des 
Proteinlysats gemischt. Die Proben sind mit 5x Standard Puffer angereichert und in 
die Küvetten überführt worden. Parallel wurde mit den Standardkonzentrationen (1, 
5 und 10 µl/ml) sowie einer Leerprobe, die nur das BRADFORD-Reagenz enthielt, eine 
Eichgerade erstellt. Die Berechnung der Proteinlysate wurde mit Hilfe der Eich-
geraden bestimmt. Jede Probe sollte eine Proteinkonzentration von 20 µg mit einem 
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dard-Puffer angereichert und bei -20 °C eingefroren oder direkt auf einer Heizplatte 
3 min. bei 96 °C erhitzt. Hierbei kommt es zur Denaturierung der Proteine (Zerstörung 
der Wasserstoffbrückenbindung und somit Entfaltung der Sekundär- und Tertiär-
struktur). Die Proben wurden dann in die Geltaschen der vorbereiteten SDS-Gele 
pipettiert. 
Western Blot zur Detektion von Sp-C und Aqp5 
Zunächst wurden die Trenn-Gele gegossen. Diese setzten sich zusammen aus einem 
15 %igen und einem 12,5 %igen Gel (Tabelle 3), so dass eine optimale Auftrennung 
verschieden großer Proteine gewährleistet war (< 30 kDa bis 70 kDa). Während der 
Polymerisation des Gels wurde die Transferkammer vorbereitet. Sie enthielt je Blot 
zwei Schaumstoffschwämmchen, vier Whatmann-Filterpapiere, eine Nitrocellulose-
Membran und die Blottingkassette, in die später die o.g. Materialen eingespannt 
wurden. Die Kammer wurde mit 1x Blotting Buffer aufgefüllt und bei 4 °C in den 
Kühlschrank gestellt. Sobald die Trenngele polymerisiert waren, wurden die Sam-
melgele gegossen (Tabelle 4). Danach erfolgte die Beladung der Geltaschen (10 µl) 
mit den aufgearbeiteten Proteinproben. Analog wurde ein Standard Marker auf-
getragen. Durch Anlegen der Spannung kam es zur gelelektrophoretischen Auf-
trennung der Proteine nach ihrer Größe (SDS-Page): 10 min. bei 90 V, dann ca. 60 
min. bei 190 V. Anschließend folgte die Übertragung der Proteine auf die Nitro-
cellulose-Membran. Dazu wurden die Gele vorsichtig aus ihrer Vorrichtung ge-
nommen und auf die Membrane transferiert. Pro Western Blot wurden beidseitig 
zwei Whatmann-Filterpapiere bzw. ein Schwämmchen gelegt, so dass eine Art „Sand-
wich“ entstand. Dieses wurde in die Vorrichtung der Blottingkammer gespannt und 
mit 1x Blotting-Buffer aufgefüllt. Anschließend wurden die Proteine bei 4 °C für 60 
min. bei 320 mA auf die Membran übertragen. Zur Überprüfung des Transfers wur-
den die aufgetrennten Proteine bzw. Banden auf der Membran mit Ponceau Rot Lö-
sung angefärbt, so dass sie farblich visualisierbar waren. Die Membran wurde unter 
der 35 Marker Bande abgeschnitten. Der obere Abschnitt diente zum Gapdh-Abgleich 
(37 kDa), der untere Teil wies das Sp-C Antigen (21 kDa) bzw. Aqp5 Antigen (28 kDa) 
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1h in 5 %iger Milch auf dem Horizontalschüttler geschwenkt. Die Inkubation des pri-
mären Antikörpers Sp-C (Verdünnung 1:2000) und Aqp5 (Verdünnung 1:200) bzw. 
des Gapdh (Verdünnung 1:5000) erfolgte über Nacht bei 4 °C auf dem Kipp-Roll-
Mischer (Tabelle 6). Nach drei Waschvorgängen für je 10 min. mit TBS-T Puffer schloss 
sich die Inkubation mit dem spezifischen sekundären Antikörper HRS (Tabelle 7) 
(Verdünnung 1:5000) für 30 min. bei Raumtemperatur an. Es folgten wieder drei 
Waschschritte der Membrane für je 10 min. in TBS-T Puffer. Danach wurden sie mit 
der frisch angesetzten ECL-Solution benetzt, so dass die Proteindetektion mit Hilfe 
des Molecular Imager Chemidoc XRS System (Biorad, Hercules/Kalifornien, USA) 
visualisiert werden konnte. Die Analyse der Proteine bzw. die quantitative Bestim-
mung des Proteingehalts wurde mit Hilfe der Software ImageLab (Biorad, Hercu-
les/Kalifornien, USA) durchgeführt. Nach densitometrischer Ausmessung der Banden 
des Zielproteins wurden diese mit denen des Gapdhs abgeglichen und in Relation 
gesetzt. Anschließend wurde der Anteil des bei den Ltbp4-/- Mäusen gemessenen 
Wertes, bezogen auf den Mittelwert der Wildtypen, prozentual bestimmt und mit-
einander verglichen. 
3.8.4 RNA-Isolierung mit konditioniertem Medium MLF stimulierter MLE 12-Zellen 
Zur Untersuchung der Genexpressionen der Ltbp4-/- Mäuse vergleichend zum Wild-
typ musste die RNA zunächst isoliert werden. Hierzu wurden die kultivierten MLE 12-
Zellen gewaschen und trypsiniert. Anschließend erfolgte die Zählung der trypan-blau-
gefärbten Zellen in der Neubauer Zählkammer. Die gewünschte Zellzahl wurde durch 
die gezählte Zellzahl dividiert und mit dem Faktor 10 bzw. 2 multipliziert. Das Ergebnis 
gab die Menge an Zellsuspension in µl an die 30000 Zellen enthielten. Da eine 24-
well-Platte benutzt wurde musste das Volumen der Zellsuspension entsprechend 
multipliziert werden. Jedes well enthielt ein Gesamtvolumen von 500 µl Medium 
inklusive der entsprechenden Anzahl an Zellen. Nach erfolgreicher Kultivierung 
wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen. 
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kurz bei 8000 rpm in einer Kühlzentrifuge zentrifugiert. Die Überstände wurden 
entfernt und die Pellets in Trizol aufgenommen. Die nächsten Schritte erfolgten 
weiter auf Eis. Unter dem Abzug der Sicherheitsbank wurden pro Probe 100 µl Chlo-
roform zugefügt und geschwenkt bis eine homogene Suspension entstand. An-
schließend wurde bei 13600 rpm für 15 min. in einer Kühlzentrifuge (4 °C) zentrifu-
giert und erneut die obere durchsichtige Phase vorsichtig abgenommen und in ein 
neues Eppendorf-Gefäß überführt. Im folgenden Schritt wurde Isopropanol hinzu 
pipettiert, geschwenkt und wieder zentrifugiert. Der Überstand wurde dekantiert, 
das Pellet mit Ethanol (70 %) gewaschen und erneut zentrifugiert (7000 rpm für 7 
min.). Zur Entfernung des gesamten Ethanols wurde die flüssige Phase abgenommen 
und die Probe kurz getrocknet, so dass das restliche Ethanol verdunsten konnte. Die 
Pellets wurden in DEPC gelöst und die RNA-Konzentration anschließend im Tecan, 
Crailsheim, BRD, gemessen (ng/µl). Für die nachfolgende cDNA-Synthese wurden pro 
Probe 1 µg RNA benötigt, so dass die vorhandene RNA-Konzentration der einzelnen 
Proben auf 1 µg angepasst werden musste. Das Gesamtvolumen betrug 12 µl. Die 
Differenz wurde mit DEPC-H2O in 0,5 ml PCR-Reaktionsgefäßen substituiert. 
3.8.5 cDNA-Synthese und Aktin-Kontroll-PCR 
Die isolierte RNA der MLE 12-Zellen wurde in cDNA umgeschrieben. Pro Probe wur-
den 1 µg RNA verwendet.  
Hinzu kamen: 
1 µl Oligo(dT)15    
1 µl dNTP-Mix (10 mM)   
ad 14 µl DEPC-H2O 
Die Inkubation erfolgte bei 65 °C für 5 min. Danach wurden die Proben für 1 min. auf 
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Anschließend wurde der Master-Mix für die PCR angesetzt. Dieser beinhaltete pro 
Probe: 
4 µl First Strand Buffer  5x 
1 µl DTT     100 mM 
0,7 µl RNasin     40 (u/µl) 
0,3 µl Superscript III   - 
Inkubation     60 min. bei 50 °C  
     15 min. bei 70 °C  
Die cDNA wurde mit DEPC-H2O in einem Verhältnis von 1:5 verdünnt. Im Anschluss 
erfolgte die Aktin-PCR. Sie diente der Kontrolle der RNA-Aufreinigung bzw. der Um-
schreibung in cDNA. 
Ansatz pro Probe: 
1 µl cDNA     Verdünnung 1:5 
2 µl GreenFlexi    5x 
0,6 µl MgCl2     25 mM 
0,2 µl dNTPs     10 mM 
1 µl Primer (Aktin-for)   10 µM 
1 µl Primer (Aktin-rev)   10 µM 
0,1 µl GoTaq    - 
4,1 µl H2O    - 
Die PCR durchlief folgende Schritte im Thermocycler: 
Schritt       Zeit 
1. Denaturierung bei 95 °C    2 min. 
2. Denaturierung bei 95 °C    45 sek. 
3. Annealing bei 60 °C    60 sek. 
4. Elongation bei 72 °C    2 min. 
> Schritt 2 bis 4: 30 Zyklen 
5. Final-Elongation bei 72 °C    7 min. 
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Die Proben wurden anschließend, wie bereits unter 3.8.2 beschrieben, gelelektro-
phoretisch aufgetrennt. Das zu erwartende Aktin-DNA Fragment war 243 bp groß. 
3.8.6 Real time quantitative PCR 
Prinzip 
Mit der real time quantitativen PCR (RT qPCR) kann nachgewiesen werden, ob und 
wieviel cDNA eines Zielgenes in einer Probe vorliegt. Prinzip hierbei ist die Verwen-
dung des SYBR™ Green Fluoreszenzfarbstoffs, der an die DNA bindet. Je mehr cDNA 
in der Probe vorliegt, desto weniger muss amplifiziert werden und desto früher kann 
das Signal detektiert werden, welches sich in der exponentiellen Phase befindet. Der 
Schwellenwert, der überschritten werden muss um das erste Fluoreszenzsignal aus-
zulösen, wird als Ct-Wert bezeichnet und gibt den PCR-Zyklus an, bei welchem eine 
exponentielle Zunahme des Signals detektiert wird. Parallel zur PCR für das zu unter-
suchende Zielgen wird immer eine Kontrolle in Form eines nicht regulierten Haus-
haltsgens (HHG) mitgeführt, wie z.B. das Gapdh. Hierbei handelt es sich um ein Gen-
Transkript, das in allen Zellen vorkommt und als Ausgleich von Variationen der Ur-
sprungs-RNA dient. Die Analyse erfolgt immer im Abgleich mit dem HHG, so dass 
eventuell auftretende Fehler, wie z.B. bei der reversen Transkription, ausgeglichen 
werden, da sich diese sowohl auf das Zielgen als auch das HHG beziehen. 
Durchführung 
Nach der Aktin-Kontrolle wurde die RT qPCR mit der in 3.8.5 hergestellten cDNA 
durchgeführt. Diese basierte auf Grundlage des SYBR® GreenERTM qPCRMix. Er ent-
hielt alle Komponenten, Primer und Templates, die zur RT qPCR erforderlich waren. 
Insgesamt wurde die mRNA Expression von 12 verschiedenen Zielgenen mittels RT 
qPCR ermittelt (die Primer sind Tabelle 9 zu entnehmen). Bei den Zielgenen handelte 
es sich um die Ltbp-Isoformen (Ltbp1 und Ltbp4), die Tgf-β Isoformen (1 bis 3), die 
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die angiogenen Faktoren (Angiopt1, Angiopt2) und die vaskulär endothelialen Wachs-
tumsfaktoren (Vegfa und Vegfb). 
Der Ansatz setzte sich zusammen aus je: 
10 µl SYBR® GreenERTM qPCRMix  
1,5 µg Template (cDNA) 
1,2 µl Primer for (je nach Zielgen) 
10 µl Primer rev (je nach Zielgen) 
6,1 µl DEPC-H2O 
Die PCR durchlief folgende Schritte im RT qPCR-System: 
Schritt       Zeit 
1. Denaturierung bei 50 °C    2 min. 
2. Denaturierung bei 95 °C    10 min.  
3. Annealing bei 90 °C    15 sek. 
4. Elongation bei 60 °C     1 min. 
> Schritt 3 und 4: 40 Zyklen 
5. Final-Elongation bei 95 °C    15 sek. 
6. Pause bei 4 °C 
Der Auswertung der relativen Quantifizierung liegt die ΔΔCt-Methode zu Grunde. 
Die Analyse der Proben erfolgte nach folgender Berechnung:  
ΔCt = Ct Zielgens - Ct HHG 
ΔΔCt = MWΔCt Zielgen - ΔCt Zielgen 
Die relative Expression errechnet sich dann nach der Formel: 
n = 2 −ΔΔCt 
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Anschließend wurde der Anteil der gemessenen mRNA Expression der Ltbp4-/- Mäuse 
bezogen auf den Mittelwert der Wildtypen prozentual bestimmt und miteinander 
verglichen. 
3.9 Statistische Auswertung 
Die Versuchsergebnisse wurden als Mittelwert (MW) ± Standardabweichung (STD) 
präsentiert. Unterschiede zwischen der Gruppe der Wildtypen und der Ltbp4-/- Mäu-
se wurden mit Hilfe des Student-t-Tests analysiert. Die statistische Signifikanz lag bei 
p < 0,05 sowie bei p < 0,01, wenn eine besonders hohe Signifikanz vorlag. Grundlage 
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4. Ergebnisse 
4.1  Lungen von Ltbp4-/- Mäusen weisen eine reduzierte Anzahl von Pneumozyten 
Typ II auf 
Bereits in Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass Ltbp4-/- Mäuse im Vergleich zu 
WT Mäusen morphologisch hochgradig veränderte Lungen aufweisen. Diese Verän-
derungen sind gekennzeichnet durch Defekte der Alveolarsepten mit verminderter 
Anzahl an Alveolen [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. Da diese vorwiegend von Pneu-
mozyten Typ I und Typ II ausgekleidet werden, sollte zunächst untersucht werden, ob 
und inwiefern die Pneumozyten Typ II bezüglich Anzahl und Verteilungsmuster an der 
pathologischen Lungenentwicklung der Ltbp4-/- Mäuse beteiligt sind. Hierzu wurden 
Immunfluoreszenzfärbungen, mit dem Pneumozyten Typ II Marker SP-C, durchge-
führt. Es zeigte sich eine reduzierte Anzahl an Pneumozyten Typ II in Lungen von 
Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich zum WT (Abbildung 14). Auch im Western Blot konnte 
eine signifikante (p=0,003) Reduktion der Sp-C Proteinmenge in Lungenlysaten von 
Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich zum WT um 29,91 % quantitativ nachgewiesen werden 
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Abbildung 14: Ltbp4-/- Mäuse weisen morphologisch eine reduzierte Anzahl an Pneumo-
zyten Typ II im Lungengewebe im Vergleich zum Wildtyp auf 
Die repräsentative Immunfluoreszenzfärbung mit dem Pneumozyten Typ II Marker SP-C zeigt 
eine reduzierte Anzahl von Pneumozyten Typ II (gelbe Pfeile) in Lungen der Ltbp4-/- Mäuse 
im Vergleich zum Wildtyp. Die Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Oben: 
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Abbildung 15: Ltbp4-/- Mäuse weisen eine reduzierte Anzahl an Pneumozyten Typ II im 
Lungengewebe im Vergleich zum Wildtyp auf (Western Blot) 
(a) Repräsentativer Western Blot mit Sp-C von drei Lungen der Ltbp4-/- Mäuse im Vergleich 
zum WT. Sp-C wurde im Vergleich zum WT deutlich schwächer exprimiert. Gapdh wurde als 
Ladekontrolle verwendet. (b) Die densitometrische Analyse zur quantitativen Auswertung 
der Sp-C Protein Expression in Lungen von WT (n=7) und Ltbp4-/- Mäusen (n=6) im Verhält-
nis zu Gapdh zeigte, dass die Ltbp4-/- Mäuse signifikant weniger Sp-C exprimierten als der WT. 
Dargestellt ist der Mittelwert ± Standardabweichung. p=0,003; n=Anzahl der untersuchten 
Lungen bzw. Mäuse.  
Im Fall der Pneumozyten Typ II Isolation wurden die Zellen nach ihrer Negativität für 
CD11b, CD11c, CD16/32, CD19, CD45 sowie F4/80 und ihrer Positivität für Sp-C sor-
tiert. Abbildung 16 zeigt repräsentative Histogramme und die Strategie der Abgren-
zung der Populationen (gating-Strategie). Die individuell gesetzten Gates beinhalten 
zum einen den Zellanteil der PE-positiven Zellen (lila), zum anderen den PE-negativen 
Anteil (P1, orange und grün), von denen wiederum die Sp-C markierten Zellen den 
Pneumozyten Typ II entsprechen (P2, grün). Sowohl das Histogramm als auch die sta-
tistische Auswertung zeigte, dass die Ltbp4-/- Mäuse einen geringeren Anteil an Pneu-
mozyten Typ II im Lungengewebe aufwiesen als der WT (n=3) (Abbildung 16). Der 
prozentuale Anteil Pneumozyten Typ II der Ltbp4-/- Mäuse bezogen auf 100 % ± 5 % 
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Abbildung 16: Ltbp4-/- Mäusen weisen eine reduzierte Anzahl an Pneumozyten Typ II im 
Lungengewebe im Vergleich zum Wildtyp auf (FACS) 
(a) Repräsentative Histogramme der Gating-Strategie für die Zellsortierung. P1 zeigt alle PE-
negativen Zellen (CD16/32, CD11b, CD11C, CD19, CD45, F4/80), welche weiter auf ihre Sp-C 
Positivität analysiert wurden und in P2 (grün) dargestellt sind. Analyse einer Wildtyp Maus 
(links) im Vergleich zu einer Ltbp4-/- Maus (rechts). (b) Statistische Auswertung des prozen-
tualen Anteils der Pneumozyten Typ II im Lungengewebe vergleichend zum Wildtyp (n=3; 
p=0,01). Die Anzahl der Pneumozyten Typ II der Ltbp4-/- Mäuse war im Vergleich zum WT 
signifikant reduziert. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung; n=An-
zahl der untersuchten Lungen bzw. Mäuse. 
4.2  Lungen von Ltbp4-/- Mäusen weisen eine reduzierte Anzahl von Pneumozyten 
Typ I auf 
Neben den Pneumozyten Typ II sind die Pneumozyten Typ I an der Alveolarisierung 
beteiligt (siehe unter 2.3), die die Alveolen auskleiden und an der Bildung der Blut-
Gas-Schranke beteiligt sind. Immunfluoreszenzfärbungen mit dem Pneumozyten Typ 
I Marker AQP5 zeigten, dass Ltbp4-/- Mäuse im Lungengewebe deutlich weniger Pneu-
mozyten Typ I im Vergleich zum Wildtyp aufwiesen (Abbildung 17). Die quantitative 
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gewebe bei den Ltbp4-/- Mäusen (63 % ± 7,50 % Aqp5 Expression) im Vergleich zum 
Wildtyp (100 % ± 4,86 %) signifikant vermindert war (Abbildung 18). 
 
 
Abbildung 17: Ltbp4-/- Mäuse weisen morphologisch eine reduzierten Anzahl an Pneumo-
zyten Typ I im Lungengewebe im Vergleich zum Wildtyp auf 
Die repräsentative Immunfluoreszenzfärbung mit dem Pneumozyten Typ I Marker AQP5 
zeigt eine reduzierte Anzahl an Pneumozyten Typ I (gelbe Pfeile) in Lungen der Ltbp4-/- Mäuse 
im Vergleich zum WT. Die Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit DAPI (blau). Oben: Negativ-
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Abbildung 18: Ltbp4-/- Mäuse weisen eine reduzierten Anzahl an Pneumozyten Typ I im 
Lungengewebe im Vergleich zum Wildtyp auf (Western Blot) 
(a) Der repräsentative Western Blot mit Aqp5 von drei Lungen der Ltbp4-/- Mäuse im Ver-
gleich zum WT. Die Protein Expression von Aqp5 war bei den Ltbp4-/- Mäusen deutlich 
schwächer ausgebildet als beim WT. (b) Die densitometrischen Analysen wiesen signifikant 
weniger Aqp5 Protein Expression (n=7) im Vergleich zum WT auf (n=11; p=0,0005). Die Er-
gebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt; n=Anzahl der untersuchten 
Lungen bzw. Mäuse. 
4.3  Aktivierung von Tgf-β nach Stimulation mit konditioniertem Medium von 
Ltbp4-/- MLF in MLE 12-Zellen  
Tgf-β spielt bei der Proliferation und Differenzierung sowohl von mesenchymalen als 
auch epithelialen Zellen eine bedeutende Rolle. Neben der Stimulation der Expres-
sion von Proteinen der EZM führt Tgf-β zur Differenzierung von Fibroblasten in Myofi-
broblasten [HINZ 2015]. Die Anzahl von Myofibroblasten ist in Ltbp4-/- Lungen signi-
fikant erhöht. Sie weisen eine signifikant gesteigerte Tgf-β Aktivität auf [BULTMANN-
MELLIN et al. 2017]. Um zu überprüfen, wie sich die die Tgf-β Aktivität in den MLE 12-
Zellen, stimuliert mit konditioniertem Medium isolierter und kultivierter Ltbp4-/- und 
Wildtyp Lungenfibroblasten (24 h) verhält, wurde dieser Versuch durchgeführt. Es 
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konditionierten Medium der murinen Ltbp4-/- Lungenfibroblasten stimuliert wurden 
im Vergleich zu WT MLF Medium (n=6; p=0,013) (Abbildung 19 (a)). 
Abbildung 19: Darstellung der aktiv/latenten Tgf-β Ratio sowie mRNA Expression der Tgf-
β Isoformen nach Stimulation mit konditioniertem Medium 
(a) MLE 12-Zellen zeigten im TGF-β Minc Lung Assay nach Stimulation mit konditioniertem 
Medium der MLF der Ltbp4-/- Mäuse über 24 h eine signifikant erhöhte Ratio des aktiv/la-
tenten Tgf-βs im Vergleich zum WT MLF Medium (n=6; p=0,013) a.u.: arbitrary unit. (b)-(d): 
Die mRNA Expression von Tgf-β1, -2 und -3 wurde mittels RT qPCR Analysen in MLE 12-Zellen 
nach Stimulation über 48 h mit konditioniertem WT (pink) und Ltbp4-/- (blau) MLF Medium 
gemessen (n=6/Gruppe). Bei Tgf-β1 und -3 wurden keine signifikanten Unterschiede detek-
tiert (p > 0,05). Tgf-β2 war signifikant erhöht (n=6; p=0,010). Die Expression der Zielgene 
wurde im Verhältnis zu Gapdh gemessen und die Mittelwerte ± Standardabweichung norma-
lisiert auf den WT dargestellt. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung; 
n=Anzahl der untersuchten Lungenfibroblasten bzw. Mäuse. 
Als mögliche Ursache für die Erhöhung von Tgf-β im konditioniertem Medium wurde 
die mRNA Expression von Tgf-β1 bis 3 in den MLE 12-Zellen, welche vorher mit kondi-
tioniertem Medium MLF von Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich zu WT MLF Medium stimu-
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mRNA Expression der Isoformen Tgf-β1 und 3 auf. Tgf-β2 hingegen war signifikant 
erhöht (n=6) (Abbildung 19). 
4.4  Konditioniertes Medium von Ltbp4-/- MLF vermindert die Proliferation von MLE 
12-Zellen und erhöht die Viabilität 
Um Erkenntnisse zu gewinnen, ob und inwiefern murine Lungenfibroblasten Media-
toren sezernieren, die Einfluss auf Proliferation und Viabilität der MLE 12-Zellen und 
somit auf Pneumozyten Typ II haben, wurde ein Proliferations- bzw. Viabilitäts Assay 
durchgeführt. MLE 12-Zellen, die über 48 h mit konditioniertem Medium der Ltbp4-/- 
MLF stimuliert wurden, zeigten in ihrer Proliferation eine signifikante Reduktion (n=6, 
p=0,001), (Abbildung 20 (a)). Die Viabilität hingegen erhöhte sich bei den MLE 12-
Zellen, denen das konditionierte Medium über 48 h der Ltbp4-/- MLF zugegeben 
wurde signifikant im Vergleich zum WT (n=6; p < 0,021) (Abbildung 20 (b)). 
 
Abbildung 20: Proliferation und Viabilität der MLE 12-Zellen nach Zugabe des konditio-
nierten Mediums von Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF 
(a) MLE 12-Zellen wiesen im Proliferations Assay nach Stimulation über 48 h mit dem kondi-
tioniertem Medium der Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF Medium eine signifikante Re-
duktion auf (n=6; p=0,001). (b) Das Viabilitäts Assay zeigte hingegen bei den MLE 12-Zellen, 
die mit dem konditioniertem Medium der Ltbp4-/- MLF stimuliert wurden (48 h), eine signi-
fikante Steigerung (n=6; p=0,021). Die Messungen erfolgten fotometrisch. Bei den Proben 
handelte es sich jeweils um Triplikate. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± Standard-
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4.5 Die Apoptoserate (Casp3/7) der MLE 12-Zellen nach Stimulation mit konditio-
niertem Medium von Ltbp4-/- MLF wird nicht beeinflusst 
Um zu prüfen, ob die erhöhte Viabilität durch eine geringere Apoptose hervorge-
rufen wird, schloss sich die Bestimmung der Apoptoserate an. Es wurde der Einfluss 
von konditioniertem Ltbp4-/- MLF Medium im Vergleich zu WT MLF Medium auf die 
Apoptose von MLE 12-Zellen untersucht. Es konnte kein signifikanter Unterschied in 
der Apoptoserate von MLE 12-Zellen festgestellt werden, wenn diese mit konditio-
niertem Medium von Ltbp4-/- MLF und WT MLF über 3h stimuliert wurden (Abbildung 
21). 
 
Abbildung 21: Apoptose der MLE 12-Zellen nach Zugabe des konditionierten Mediums von 
Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF 
Die Auswertung zeigte, dass es im Caspase3/7 Assay keinen Unterschied in der Apoptose-
rate der MLE 12-Zellen zwischen denen, die mit dem konditionierten Medium Ltbp4-/- MLF 
(n=4) und denen, die mit dem konditionierten Medium WT MLF (n=5) (über 45 min., 60 min. 
und 240 min.) stimuliert wurden gab. Aus den drei Messungen wurde der Mittelwert gebil-
det. Es lag kein statistisch signifikanter Unterschied vor. Die Daten präsentieren den Mittel-
wert ± Standardabweichung; n=Anzahl der untersuchten Lungenfibroblasten bzw. Mäuse. 
4.6 mRNA Expression von Sp-C und Sp-B in MLE 12-Zellen nach Stimulation mit 
konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF 
Da die Proliferation der Epithelzellen vermindert war, wurden auch die Produkte der 
Epithelzellen (Sp-C und Sp-B) analysiert. MLE 12-Zellen, die 48 h mit konditioniertem 
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schiede in der mRNA Expression von Sp-C und Sp-B im Vergleich zu WT MLF Medium 
stimulierten MLE 12-Zellen (n=6) (Abbildung 22). 
  
Abbildung 22: mRNA Expression von Sp-C und Sp-B in MLE 12-Zellen nach Stimulation mit 
konditioniertem Medium Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF 
(a) Die Sp-C mRNA und (b) Sp-B mRNA Expression der MLE 12-Zellen wurden mittels RT qPCR 
Analysen nach Stimulation über 48 h mit konditioniertem Ltbp4-/- und WT MLF Medium ge-
messen (n=6/Gruppe). Die Sp-C mRNA Expression sowie die Sp-B mRNA Expression der MLE 
12-Zellen zeigten nach Zugabe des konditionierten Mediums von Ltbp4-/- MLF im Vergleich 
zu WT MLF keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05). Die Expression der Zielgene wurde 
im Verhältnis zu Gapdh gemessen und die Mittelwerte ± Standardabweichung normalisiert 
auf den WT dargestellt.  
4.7  MLE 12-Zellen weisen eine erhöhte mRNA Expression von Ltbp1 und eine 
unveränderte mRNA Expression von Ltbp4 nach Stimulation mit konditionier-
tem Medium von Ltbp4-/- MLF auf 
Ltbp1 und Ltbp4 binden alle drei Isoformen des Tgf-β und interagieren mit Fibrillin, 
welches an der Elastogenese beteiligt ist [GILTAY et al. 1997, ISOGAI et al. 2003, 
MASSAM-WU et al. 2010, ONO et al. 2009]. Ziel des Versuches war die mRNA Expres-
sion von Ltbp1 und -4 in den Lungenepithelzellen (stimuliert mit konditioniertem 
Medium von Ltbp4-/- MLF Mäusen im Vergleich zu WT MLF Medium) zu ermitteln, um 
mögliche Unterschiede zwischen Ltbp1 und Ltbp4 festzustellen. Beide binden Tgf-β 
und interagieren mit Fibrillin, so dass indirekt Rückschlüsse auf die Elastizität der EZM 
gezogen werden könnten. Die mRNA Expression des Ltbp1 war bei den MLE 12-Zel-
len, die mit dem konditionierten Medium muriner Lungenfibroblasten von Ltbp4-/- 
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MLF Medium (n=6; p=0,02). Es gab keinen Unterschied in der mRNA Expression von 
Ltbp4 in MLE 12-Zellen, die mit konditioniertem Ltbp4-/- MLF Medium (90,17 % ± 
10,25 %) im Vergleich zu MLE 12-Zellen die mit WT MLF Medium (100 % ± 7,26 %) 
stimuliert wurden (Abbildung 23). 
 
Abbildung 23: mRNA Expression von Ltbp1 und -4 in MLE 12-Zellen, die mit konditio-
niertem Medium von Ltbp4-/- MLF vergleichend zum WT MLF stimuliert wurden. 
(a) Ltbp1 mRNA Expression der MLE 12-Zellen wurde mittels RT qPCR Analyse nach Stimu-
lation über 48 h mit konditioniertem Ltbp4-/- MLF und WT MLF Medium gemessen (n=6). Ver-
gleichend zum WT MLF Medium war die Expression signifikant um das 1,5fache erhöht 
(p=0,02). Die Expression der Zielgene wurde im Verhältnis zu Gapdh gemessen und die Mit-
telwerte ± Standardabweichung normalisiert auf den WT dargestellt. (b) Bei der Expression 
der mRNA von Ltbp4 zeigte sich, nachdem die MLE 12-Zellen mit konditioniertem Medium 
der Ltbp4-/- MLF stimuliert wurden, im Vergleich zum WT MLF Medium (n=6) kein Unter-
schied. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung; n=Anzahl der unter-
suchten Lungenfibroblasten bzw. Mäuse. 
4.8  Die angiogene Stimulation von Endothelzellen und die mRNA Expression an-
giogener Faktoren von MLE 12-Zellen, die mit konditioniertem Medium von 
Ltbp4-/- MLF vergleichend zum WT MLF stimuliert wurden, wird stark beein-
flusst 
Vorarbeiten haben gezeigt, dass die Stimulation von Endothelzellen mit konditio-
niertem Medium muriner Lungenfibroblasten von Ltbp4-/- Mäusen die Ausbildung 
von Kapillaren sowie angiogener Faktoren verglichen mit dem Wildtyp reduziert 
[BULTMANN-MELLIN et al. 2017]. Aufgrund dieser Erkenntnisse sollte zunächst 
untersucht werden, welchen Einfluss das konditionierte Medium muriner Lungen-
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Lungenfibroblasten des Wildtyps bezüglich der Expression angiogener Faktoren auf 
die MLE 12-Zellen hat. Nach Stimulation der MLE 12-Zellen mit konditioniertem 
Medium der Ltbp4-/- MLF im Vergleich zum WT MLF Medium über 48 h konnte in den 
MLE 12-Zellen keine mRNA Expression von Angpt1 und Angpt2 nachgewiesen wer-
den. Die Vegfa mRNA wurde in den MLE 12-Zellen, die mit dem Ltbp4-/- MLF Medium 
stimuliert wurden, signifikant stärker exprimiert im Vergleich zu den MLE 12-Zellen, 
die mit dem WT MLF Medium stimuliert wurden (n=6; p=0,01). Die mRNA Expression 
von Vegfb zeigte unter den gleichen Voraussetzungen keinen Unterschied (Abbildung 
24). 
 
Abbildung 24: mRNA Expression von Vegfa und Vegfb in MLE 12-Zellen, die mit konditio-
nierten Medium von Ltbp4-/- MLF im Vergleich zum WT MLF stimuliert wurden. 
(a) MLE 12-Zellen, stimuliert mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF, zeigten eine 
signifikant höhere mRNA Expression in der RT qPCR Analyse von Vegfa als die MLE 12-Zellen, 
die mit konditionierten Medium der WT MLF über 48 h stimuliert wurden (n=6; p=0,01). Die 
Expression der Zielgene wurde im Verhältnis zu Gapdh gemessen. (b) MLE 12-Zellen, 
stimuliert mit dem konditionierten Medium (48 h) von Ltbp4-/- MLF, zeigten keinen 
Unterschied in der Vegfb mRNA Expression in der RT qPCR Analyse als die MLE 12-Zellen, die 
mit konditionierten Medium der WT MLF stimuliert wurden (n=6; p=0,19). Die Expression der 
Zielgene wurde im Verhältnis zu Gapdh gemessen. Die Daten präsentieren den Mittelwert ± 
Standardabweichung; n=Anzahl der untersuchten Lungenfibroblasten bzw. Mäuse. 
Des Weiteren wurde untersucht, ob die Endothelzellen (HPVEC) pro-angiogene Sti-
mulation aufweisen, nachdem sie mit konditioniertem Medium von MLE 12-Zellen 
über 18 h stimuliert wurden. Die MLE 12-Zellen sind vorher mit konditioniertem Me-
dium der Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu dem konditioniertem Medium der WT MLF 
über 72 h stimuliert worden. Der Tube Formation Assay zeigte die Kapillarausbildung 
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oben beschrieben, insgesamt über 18 h stimuliert wurden. Die Kapillarausbildungen 
wurden stündlich fotografisch dokumentiert. Dabei zeigte sich, dass nach 12 h die 
Kapillarbildung am deutlichsten ausgeprägt war. Im weiteren Zeitverlauf kam es teil-
weise zur Rückbildung der Kapillaren. Die Auswertung der sich gebildeten Kapillaren 
erfolgte durch fotografische Dokumentation nach 12 h Inkubation mit dem Live Cell 
Imaging Mikroskop Zeiss Meta 510 (10x und 40x Vergrößerung). Deutlich zu 
erkennen war, dass die Ausbildung der Kapillaren bei den HPVEC-Zellen, die mit 
konditionierten Medium der MLE 12-Zellen inkubiert worden waren (vorher stimu-
liert mit konditioniertem Medium der Ltbp4-/- MLF), stark reduziert war (n=3) (Abbil-
dung 25). 
 
Abbildung 25:Repräsentativ fotographische Dokumentation und graphische Auswertung 
der Kapillarausbildung/Fläche von HPVEC Zellen 
(a) Der prozentuale Anteil an Kapillaren/Fläche der HVPEC, die mit konditionierten Medium 
der Ltbp4-/- MLF über 18 h stimuliert wurden, war im TFA um 50 % reduziert (n=4; p < 0,05) 
im Vergleich zum WT MLF Medium. (b) Graphische Darstellung der Ergebnisse des TFA. Die 
Daten präsentieren den Mittelwert ± Standardabweichung; n=Anzahl der untersuchten 
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5. Diskussion 
Das latent TGF-β bindende Protein 4 (LTBP4) ist ein extrazelluläres Glykoprotein, das 
sowohl für die Aktivierung bzw. die Sekretion des TGF-β verantwortlich [TODOROVIC 
et al. 2012], aber auch in Form eines Strukturproteins Bestandteil der EZM [DABOVIC 
et al. 2009] ist. 
Durch die Generierung der Ltbp4-knockout Maus wurde ein Tiermodell geschaffen, 
welches die Symptomatik der ARCL1C Patienten bezüglich der gestörten Lungenent-
wicklung aufweist [BULTMANN-MELLIN et al. 2015]. Sowohl bei den ARCL1C Patien-
ten als auch bei den defizienten Ltbp4 Mäusen kommt es zu einem pathologischen 
Phänotyp im Hinblick einer gestörten Lungenentwicklung. Maus und Mensch ent-
wickeln Defekte, die verschiedene Organsysteme betreffen (Herz, Haut, Gastro-
intestinaltrakt, Urogenitalsystem). Besonders stark betroffen ist die Lunge. Hier zei-
gen beide Spezies hochgradige Fehlentwicklungen, die besonders die Alveolari-
sierung und Septierung betreffen. Die Folge sind Lungenemphyseme und -hypopla-
sien sowie atelektatische Bereiche, die immensen Einfluss auf die postnatale Leta-
lität haben (ARCL1C Patienten: Überlebensdauer 4 bis 26 Monate; Ltbp4-/- Mäuse: 8 
bis 14 Tage) [BULTMANN-MELLIN et al. 2015, CALLEWAERT et al. 2013, URBAN et al. 
2009].  
In dieser Studie wurde untersucht, welche Rolle die Lungenepithelzellen (Pneumo-
zyten Typ I und Typ II) bei der Alveolarisierung bzw. Angiogenese bei Ltbp4-/- Mäu-
sen in der Lunge im Vergleich zum Wildtyp spielen. Zusätzlich wurde der Frage-
stellung nachgegangen, wie das Sekretom von Ltbp4-/- Lungenfibroblasten vergleich-
end zum Wildtyp in vitro die Homöostase der murinen Epithelzellen hinsichtlich pro- 
und anti-angiogenetischer Faktoren beeinflusst.  
In der Lungenentwicklung der Ltbp4-/- Mäuse konnte im Lungengewebe an P9 eine 
signifikant verminderte Anzahl an Pneumozyten Typ I und Typ II im Vergleich zum 
Wildtyp nachgewiesen werden. Die Pneumozyten Typ II sind für die Produktion der 
Surfactant Proteine B und C sowie deren Homöostase verantwortlich. Die Synthese, 
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Pneumozyten Typ II [WELSCH 2006]. Durch ihre verminderte Anzahl resultiert ein SP-
C Mangel, wodurch ein erhöhtes Risiko für Atelektasen besteht [WHITSETT et al. 
2002]. Die Herabsetzung der Oberflächenspannung, besonders bei der Expiration, ist 
somit nicht mehr gewährleistet [NEERGARD et al. 1929]. Es kommt zu einer erhöhten 
Oberflächenspannung, die aus der Reduzierung des Alveolendurchmessers resultiert 
[NOTTER et al. 1975]. Die Alveolen werden dysfunktional oder zerstört; dies führt zu 
einem erhöhten Atemwiderstand, einer erniedrigten Lungen-Compliance (Lungen-
dehnbarkeit) sowie der Ausbildung von Lungenemphysemen. Hieraus resultiert die 
Frage, ob die Pneumozyten Typ II bereits im canaliculären Stadium der Embryo-
nalentwicklung reduziert sind oder postnatal via Nekrose oder Apoptose absterben, 
wie COLAROSSI et al. bei Ltbp3 knockout Mäusen beobachten konnte [COLAROSSI et 
al. 2005]. Andernfalls könnten die Zellen bereits in dem canaliculären Stadium der 
Embryonalentwicklung reduziert angelegt sein. Um dies zu überprüfen, wäre ein 
quantitativer Proteinnachweis des Sp-C Proteins direkt postpartal (P0,5) als auch an 
verschiedenen Tagen zwischen P0,5 und P9 notwendig. Ob die in diesem Projekt re-
duzierte Menge an Sp-C nur durch die verringerte Gesamtzahl der Pneumozyten Typ 
II oder ebenfalls mit einer verminderten Produktion einhergeht, bedarf weiterer 
Untersuchungen. Hierzu könnten morphologische und ultrastrukturelle Analysen 
verschiedener Zellorganellen der Pneumozyten Typ II mittels Elektronenmikroskopie 
durchgeführt werden. Besonderes Interesse gilt dem Endoplasmatischen Retikulum, 
dem Golgi Apparat sowie den Lamellarkörperchen. Zusätzlich könnte der Surfac-
tantmetabolismus weiter erforscht werden [CHEVALIER et al. 1972]. 
Im Zusammenhang mit der geringen Anzahl an Pneumozyten Typ II wurde in diesem 
Projekt auch eine signifikant verminderte Aqp5 Expression und somit vermutlich 
reduzierte Anzahl an Pneumozyten Typ I in den Lungen der Ltbp4-/- Mäuse im Ver-
gleich zum Wildtyp festgestellt, was damit zu erklären ist, dass die Pneumozyten Typ 
II als Progenitorzellen der Pneumozyten Typ I agieren und somit deren Stamm-
zellpool bilden [WHITSETT et al. 2010]. Weiterhin sind die Pneumozyten Typ I an der 
Blut-Gas-Schranke beteiligt [WELSCH 2006]. Die Funktion dieser Diffusionsbarriere ist 
durch die verminderte Anzahl der Pneumozyten Typ II in Ltbp4-/- Mäusen stark 
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verantwortliche Faktoren sind zusätzlich zum Beispiel auch fibrotische Prozesse. 
Studien belegen, dass z.B. bei der idiopathischen Lungenfibrose das Voranschreiten 
der Fibrose durch die Interaktion zwischen Epithelzellen und Fibroblasten aufgrund 
erhöhter Tgf-β Aktivität verursacht wird [SAKAI et al. 2013]. In vorausgegangenen 
Untersuchungen ist die Tgf-β Aktivität vermehrt in murinen Ltbp4-/- Lungen nach-
gewiesen worden, nicht jedoch in murinen Lungenfibroblasten [BULT-MANN-MELLIN 
et al. 2015]. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass eine signifikant erhöhte Tgf-
β Aktivität in MLE 12-Zellen vorliegt, die mit Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF 
konditioniertem Medium stimuliert wurden. Daraus ist zu schließen, dass die Epi-
thelzellen verantwortlich für die Tgf-β Aktivität sind. Vermutlich liegt die Ursache für 
die erhöhte Tgf-β Aktivität in einer vermehrten Tgf-β Freisetzung oder Stabilisierung 
des Proteins. Die erhöhte Tgf-β Aktivität könnte profibrotische Prozesse begünstigen. 
Aktuelle Studien zeigen nämlich, dass murine Lungenfibroblasten der Ltbp4-/- Mäuse 
vergleichend zum Wildtyp α-Sma (α-smooth muscle actin) positiv sind [BULTMANN-
MELLIN et al. 2017]. Durch diese Komponente des Aktin-Myosin-Komplexes sind die 
Fibroblasten befähigt zu Myofibroblasten zu differenzieren [HINZ 2015, SIANI et al. 
2014]. Daraus kann eine erhöhte Bildung von Kollagen I und III resultieren, was zu 
einer vermehrten Anhäufung des Kollagens in den Spitzen der Alveolarsepten des 
Lungengewebes der Ltbp4-/- Mäuse im Vergleich zum Wildtyp führt und somit die 
Fibrosebildung erhöht [BULTMANN-MELLIN et al. 2017]. Die mRNA Expression von 
Tgf-β2 war ebenfalls signifikant erhöht. Tgf-β2 spielt eine essentielle Rolle in der em-
bryonalen sowie postnatalen Lungenentwicklung. Tgf-β2-defiziente Mäuse zeigen 
ein stark reduziertes Lungenvolumen sowie postnatal hochgradig kollabierte Alve-
olen [PELTON et al. 1991; BARNETT et al. 1994]. Aufgrund dieser Erkenntnisse lässt 
sich vermuten, dass die mRNA von Tgf-β2 verstärkt exprimiert wird, um einer pul-
monären Insuffizienz, bedingt durch die Ltbp4-Defizienz, entgegenzuwirken. Unter 
gleichen Voraussetzungen ergaben sich in der mRNA Expression von Tgf-ß1 und -3 
der MLE 12-Zellen keine signifikanten Unterschiede. Die nachgewiesen erhöhte Tgf-
β Aktivität zeigt vermutlich auch Einfluss auf das Proliferationsverhalten der MLE 12-
Zellen, die mit Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium im Vergleich zu WT MLF Me-
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einen eine inhibierende Wirkung auf die G1-Phase des Zellzyklus hat, so dass dieser 
gestoppt wird [HANAHAN et al. 2000] und zum anderen Tgf-β die Apoptose unter-
drückt [SCHUSTER et al. 2002]. In dieser Studie wurde eine signifikant geringere 
Proliferation und eine signifikant erhöhte Viabilität nachgewiesen. Interessanter-
weise ist in Studien von Ltbp3 knockout-Mäusen, die ebenfalls Lungenemphyseme 
aufweisen, eine vorübergehend erhöhte Proliferation der Pneumozyten Typ II an P6 
und P10 beobachtet worden [COLAROSSI et al. 2005]. Die Ursache für die signifikant 
erhöhte Viabilität ist unklar. Hypothetisch könnten die MLE 12-Zellen einen hohen 
Anteil ihres ATP-Gehalts anstatt in die Proliferation in die Viabilität investieren, was 
als Kompensationsmechanismus der geschädigten Zellen interpretiert werden kann. 
Das verminderte Proliferationsverhalten sowie die erhöhte Viabilität könnten unter 
dem Aspekt der unveränderten Apoptoserate der MLE 12-Zellen (stimuliert mit 
Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium im Vergleich zu WT MLF Medium) auch durch 
Zelldifferenzierungsprozesse begründet werden. Denkbar wäre in diesem Zusam-
menhang die Tgf-β induzierte epithelial-mesenchymale Transition (EMT). Studien 
belegen, dass Tgf-β eine große Rolle bei der Induktion der EMT spielt [XU et al. 2009]. 
Die Induktion der EMT führt zu reduzierter Proliferation sowie erhöhter Apop-
toseresistenz [EVDOKIMOVA et al. 2009], wodurch die Viabilität erhöht wird. 
Während der Transdifferenzierung verlieren die Epithelzellen ihre Zellkontakte sowie 
Adhäsionsmoleküle und differenzieren sich in Myofibroblasten; sie sind somit an der 
Induktion fibrotischer Prozesse beteiligt, die wiederum zur Lungenfibrose führen 
[KALLURI et al. 2003; WILLIS et al. 2017]. Um Differenzierungsprozesse wie der EMT 
zu bestätigen, müssten weitere Untersuchungen durchgeführt werden, wie z.B. der 
Nachweis von EMT-Markern. Hierzu gehören u.a. E-Cadherin, N-Cadherin und α-Sma 
[BARTIS et al. 2014]. 
 
Die Produkte der Pneumozyten Typ II sind Sp-C und Sp-B [WHITSETT et al. 2002]. Die 
mRNA des Sp-C und des Sp-B der mit Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium stimu-
lierten MLE 12-Zellen zeigten im Vergleich zu WT MLF Medium keinen signifikanten 
Unterschied. Hypothetisch wäre eine erhöhte mRNA Expression beider Produkte zu 
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Typ II), um dem Sp-C Mangel entgegenzuwirken (Sp-B ist für die Funktion der 
Lamellarkörperchen verantwortlich, um dort die Phospholipide für die Synthese des 
Sp-C bereitzustellen [WEAVER et al. 2001]). Es ist also davon auszugehen, dass es 
keinerlei Kompensation gibt, was sich wiederum in dem Phänotyp der Tiere wider-
spiegelt. 
 
Neben den Pneumozyten Typ I und Typ II spielen weitere Faktoren, wie z.B. das 
Elastin bei der Lungenentwicklung, insbesondere der Alveolarisierung, eine wesent-
liche Rolle. Elastinmangel, Elastindefekte und somit eine gestörte Elastogenese führt 
zu einer fehlerhaften Alveolarisierung der Lunge. Dies belegen Versuchsreihen mit 
Eln-/- [SHIFREN et al. 2007, WENDEL et al. 2000], Fbln4-/- [MCLAUGHLIN et al. 2006] 
sowie Fbln5-/- Mausmodellen, die auch an der Elastogenese beteiligt sind [NAKA-
MURA et al. 2002, YANAGISAWA et al. 2002]. Ein weiterer wichtiger Baustein der 
elastischen Fasern ist das Fibrillin. Fibrilline sind u.a. essential für den Strukturerhalt 
der EZM, indem sie BMP7 (knochenmorphogenetische Proteine)-ähnliche Wachs-
tumsfakroren binden [ROBERTSON et al. 2011]. Da elastische Fasern in Lungen von 
Ltbp4-/- Mäusen hochgradig fragmentiert sind [BULTMANN et al. 2015, STERNER-
KOCK et al. 2002], wurden in diesem Projekt die mRNA von Ltbp1 und Ltbp4 unter-
sucht, um eventuelle Regulationsmechanismen zum Strukturerhalt der EZM bzw. der 
Alveolen zu entschlüsseln. Ltbp1 und Ltbp4 interagieren beide mit Fibrillin, wobei 
Ltbp1 zusammen mit Fibronektin an der Fibrillogenese beteiligt und somit Bestandteil 
der Elastogenese ist [GILTAY et al. 1997, ISOGAI et al. 2003, MASSAM-WU et al. 2010, 
ONO et al. 2009]. Außerdem ist Ltbp1 hoch affin zu Tgf-β und hat somit eine stärkere 
Bindung zur EZM als die übrigen Isoformen der Ltbp-Familie wie z.B. Ltbp4 [SAHA-
RINEN et al. 2000]. Die signifikant erhöhte Expression der Ltbp1 mRNA in den MLE 
12-Zellen, die mit Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium im Vergleich zu WT MLF 
Medium stimuliert wurden, könnte somit als Kompensationsmechanismus zum Elas-
tinmangel bzw. Erhalt der EZM interpretiert werden. Eine andere Erklärung könnte 
sein, dass die gesteigerte mRNA Expression von Ltbp1 verantwortlich für die erhöhte 
Tgf-β Aktivität ist, wodurch die Fibroblasten vermehrt in Myofibroblasten differen-
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muss beachtet werden, dass in diesem Projekt nur die mRNA analysiert und keine 
funktionellen Analysen zur Kompensation durchgeführt wurden. Im Vergleich zu 
Ltbp1 zeigte Ltbp4 unter gleichen Voraussetzungen keinen Unterschied in der mRNA 
Expression der MLE 12-Zellen stimuliert mit Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium im 
Vergleich zu WT MLF Medium. Die oben bereits genannte Studie von Bultmann-
Mellin et al. zeigt in Lungen Ltbp4-defizienter Mäuse, dass Kollagenanhäufungen in 
den Spitzen der Alveolarsepten durch eine erhöhte Anzahl an Myofibroblasten 
hervorgerufen werden, wodurch fibrotische Prozesse begünstigt werden [BULT-
MANN-MELLIN et al. 2017]. Bedingt durch diese pro-fibrotischen Prozesse, woraus 
eine Starrheit des Lungenparenchyms resultiert sowie die fragmentierten, elas-
tischen Fasern ist die mechanische Expansion der Lunge herabgesetzt, die einen Stim-
ulus zur Differenzierung der Epithelzellen darstellt [FLECKNOE et al. 2002, GUTIERREZ 
et al. 1998]. Unter den Bedingungen der defekten Elastogenese, herabgesetzter 
Alveolarisierung und -septierung sowie fibrotischen Prozessen und reduzierter Ex-
pansion (Compliance) ist hypothetisch eine physiologische Entwicklung und Funk-
tion der Lunge bzw. der Pneumozyten Typ I und II nicht möglich. Es konnte gezeigt 
werden, dass Ltbp4 eine wesentliche Rolle bei dieser Entwicklung spielt (siehe oben). 
Ein weiterer wichtiger Faktor für die physiologische Lungenentwicklung hinsichtlich 
der Alveolarisierung des Lungenparenchyms ist die Angiogenese [IOSEF et al. 2012, 
JAKKULA et al. 2000, LE CRAS et al. 2017]. Vorausgegangene Studien zeigen, dass 
Lungen von Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich zu Lungen des WT eine reduzierte Angio-
genese aufweisen. Die für die Kapillarisierung benötigten Endothelzellen sind in 
Lungen von Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich zum Wildtyp in einer viel geringeren Anzahl 
vorhanden. Weitere für die Angiogenese essentielle Faktoren wie z.B. Angpt1 und -2 
sowie Vegfa, -b und -c weisen eine geringere mRNA Expression in den Ltbp4-/- MLF 
im Vergleich zum WT auf. Werden Ltbp4-defiziente Endothelzellen (von Ltbp4-/- 
Mäusen) mit MLF konditioniertem Medium stimuliert, führt dies zu einer geringeren 
Ausbildung an Kapillaren verglichen mit dem Wildtyp [BULTMANN-MELLIN et al. 
2017]. Aufgrund der Erkenntnisse ist in dieser Studie untersucht worden, wie sich die 
Angiogenese verhält, wenn die Endothelzellen mit doppelt konditioniertem Medium 
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gleichend zu WT MLF Medium gewonnen. Daraufhin wurden MLE 12-Zellen mit 
diesem Medium stimuliert. Das wiederum hiervon gewonnene konditionierte Me-
dium stimulierte die Endothelzellen über 18 h (Abbildung 13). Die Untersuchungen 
zeigten, dass die Angiogenese der Endothelzellen, die mit dem konditionierten Me-
dium der MLE 12-Zellen stimuliert wurden, in ihrer Kapillarausbildung stark reduziert 
war. Die mRNA Expression des Vegfa, welche einen für die Angiogenese potentiellen 
Stimulationsfaktor darstellt, wurde in den MLE 12-Zellen, die mit dem Ltbp4-/- MLF 
konditioniertem Medium stimuliert wurden, signifikant höher exprimiert verglichen 
mit den Endothelzellen, die mit dem WT MLF Medium stimuliert wurden. Was auf 
den ersten Blick widersprüchlich erscheint, da bei einer verminderten Angiogenese 
auch die angiogenetischen Faktoren reduziert sein müssten, lässt folgende Hypo-
these zu: Wie bereits oben beschrieben, kommt es durch die erhöhten Myofibro-
blasten zu einer kollageninduzierten Fibrose, besonders in den Spitzen der Alveolar-
septen. Bedingt durch die fibrotischen Eigenschaften wird sowohl mechanisch die 
Compliance der Lunge als auch die Funktionalität der Pneumozyten Typ I und II stark 
herabgesetzt. Fehlen diese Faktoren kann es weder zur Differenzierung von Epithel-
zellen noch zur Produktion von Surfactant kommen [FLECKNOE et al. 2002, GU-
TIERREZ et al. 1998]. Infolge dessen entsteht in diesen Arealen eine Hypoxie. 
Hypoxische Bedingungen führen physiologisch durch den hypoxie-induzierten Faktor 
1 alpha (HIF1α) zu einer Hochregulation von VEGFA, welches an die VEGF-Rezeptoren 
(VEGFR1 und -2) bindet [WANG et al. 1993]. Die Rezeptoren sind sowohl auf den 
Endothelzellen als auch den Pneumozyten Typ II lokalisiert [COMPERNOLLE et al. 
2002]. Da diese nachweislich in stark reduzierter Anzahl vorliegen bzw. vermutlich 
auch in ihrer Funktionalität eingeschränkt sind, erfolgt keine Bindung des Vegfa, so 
dass es biologisch nicht aktiv werden kann. Die Signalkaskade der Angiogenese wird 
nicht induziert, obwohl Vegfa vermutlich ausreichend vorhanden ist. Möglich ist auch 
ein frühzeitiger Abbau des Vegfa oder fehlende Sekretion des Proteins. Um dieses zu 
klären, wären Proteinnachweise sowohl im konditioniertem Medium als auch in den 
Zellen selbst notwendig. Eine andere Hypothese könnte sein, dass die Anzahl an Vegf-
Rezeptoren ausreichend ist, und eine Bindung erfolgt, aber weitere essentielle Me-
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parakrine Faktoren nicht zur Verfügung stehen. Um diese Fragestellungen weiter zu 
klären, wären die Signaltransduktionswege des Vegfa zu überprüfen. Nachgewiesen 
werden müsste z.B. die Dimerisierung bzw. Phosphorylierung auf Rezeptorebene, die 
eine Aktivierung gewährleistet. Interessant wäre auch die nähere Betrachtung des 
Transkriptionsfaktors HIF1α bzw. der Nachweis der Prolyl-Hydroxylase-Inhibition, 
wodurch HIF1α nicht mehr abgebaut wird, sondern aktiv bleibt [GREER et al. 2012], 
sowie der quantitative Nachweis von z.B. FGF. Bei erhöhter Vegfa mRNA Expression 
müssten theoretisch auch die angiogenen Faktoren wie Angpt1 und -2 erhöht sein, 
da diese über Induktion der Tyrosinkinasen Tie1 und Tie2 direkt miteinander inter-
agieren [TSIAMIS et al. 2002]. Die Ergebnisse zeigten aber in den MLE 12-Zellen keine 
mRNA Expression von Angpt1 und -2, so dass die oben genannte Hypothese bestärkt 
wird das Vegfa biologisch nicht aktiv ist. Um dies zu bestätigen, wären weitere Ana-
lysen, wie z.B. der Phosphorylierung der Tyrosinkinasen oder downstream Media-
toren notwendig. Theoretisch müsste es dann zur Interaktion und Signalweiterleitung 
kommen, es dürfte aber keine Erhöhung von Angpt1 und -2 nachzuweisen sein. Einen 
zusätzlichen Einfluss könnte der erhöhte Vegfa auf das Apoptoseverhalten der MLE 
12-Zellen haben. Anders als erwartet, zeigten die MLE 12-Zellen nach Stimulation mit 
Ltbp4-/- MLF konditioniertem Medium keine Induktion von Apoptose im Vergleich 
zum Wildtyp sowie im Fall der Ltbp3 knockout Maus von Colarossi et al. beschrieben 
[COLAROSSI et al. 2005]. Vegfa wirkt durch Inaktivierung der Caspase anti-apop-
totisch, indem es die Expression der anti-apoptotischen Proteine BCL-2 und A1 indu-
ziert [GERBER et al. 1998]. Vermutlich wirkt der erhöhte Vegfa der Apoptose ent-
gegen, wodurch sich auch die erhöhte Viabilität erklären ließe. Alternativ könnte für 
die Apoptoseresistenz und erhöhte Viabilität die Hypothese der EMT, wie bereits 
oben beschrieben, angenommen werden. Ein weiterer vaskulärer Wachstumsfaktor, 
der bei der Angiogenese aber nur eine untergeordnete Rolle spielt, ist der Vegfb [YLA-
HERTTUALA et al. 2007]. MLE 12-Zellen zeigten nach Stimulation mit Ltbp4-/- MLF Me-
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Zusammenfassend konnte in dieser Studie nachgewiesen werden, dass die muta-
tionsbedingte Defizienz des Ltbp4 Gens und die Proteinfunktion postnatal zu schwer-
wiegenden Fehlentwicklungen der Lunge bei der Maus führen. Die hierfür essentiell 
wichtigen Lungenepithelzellen, die Pneumozyten Typ I und II, sind nachweislich in 
reduzierter Anzahl vorhanden. Daraus folgt eine erhebliche Reduktion des für die 
Lungenfunktion notwendigen Sp-Cs sowie ein Mangel an Progenitorzellen für die 
Pneumozyten Typ I. Eine Kompensation des SP-Cs von MLE 12-Zellen (stimuliert mit 
konditioniertem Medium Ltbp4-/- MLF vegleichend zu WT MLF) bestätigte sich nicht. 
Weiter konnte bewiesen werden, dass die Pneumozyten Typ II verantwortlich für die 
Tgf-β Aktivität sind. Die nachweislich erhöhte Tgf-β Aktivität (vermutlich durch Kom-
pensation des erhöhten Ltbp1) könnte Einfluss auf das verminderte Proliferations-
verhalten der MLE 12-Zellen haben. Zusammen mit der stark erhöhten Viabilität und 
der unveränderten Apoptoserate der MLE 12-Zellen, stimuliert mit Medium Ltbp4-
defizienter Mäuse im Vergleich zum WT, könnten dies Indikatoren für Zelldifferen-
zierungsprozesse in MLE 12-Zellen, wie der EMT, sein. Charakteristisch sind bei 
Induktion der EMT eine reduzierte Proliferation sowie eine erhöhte Apoptose-
resistenz, wodurch die Viabilität erhöht wird. Die Zellen verlieren ihre Polarität sowie 
Zellkontakte und weisen ein erhöhtes Migrationspotenzial auf. Im Zielgebiet könnten 
die Pneumozyten Typ II in Myofibroblasten differenzieren und fibrotische Prozesse in 
den Septenspitzen der Lunge begünstigen. Die nachgewiesen stark erhöhte Tgf-β 
Aktivität würde somit, indirekt durch die EMT, pathologische Veränderungen der 
Lungenentwicklung durch Induktion fibrotischer Prozesse begünstigen.  
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Ltbp4-Defizienz erheblichen Einfluss auf die 
Pneumozyten sowie das Sekretom muriner Lungenfibroblasten hat. Die Sekretion 
von Mediatoren der murinen Lungenfibroblasten beeinflusst das Verhalten der MLE 
12-Zellen erheblich. Verdeutlicht wird dies nochmal in Abbildung 26. Welche Media-
toren die murinen Lungenfibroblasten sezernieren bzw. welche Signaltransduktions-
wege im Einzelnen aktiviert werden, bedarf weiterer Forschung. Auch die zur 
Alveolarisierung benötigte Angiogenese wird nachweislich durch die Ltbp4-Defizienz 
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setzt wird. Der erhöhte Vegfa wirkt vermutlich anti-apoptotisch und erhöht somit 
die Apoptoseresistenz, induziert aber keine Kapillarausbildung. 
 
Da das ARCL1C Syndrom ebenfalls eine Defizienz des LTBP4 aufweist, konnten durch 
dieses Projekt weitere Erkenntnisse der Pathogenese der gestörten Lungenent-
wicklung und Alveolarisierung gewonnen werden.  
 
Von großer Bedeutung ist auch, dass dieses Mausmodell den Phänotyp vieler 
pädiatrischer Lungenerkrankungen, wie z.B. der Bronchopulmonalen Dysplasie 
Neugeborener widerspiegelt. Die Patienten weisen ebenfalls eine geringere Alveo-
larisierung mit ausgesackten Alveolen, defekter Septierung sowie verminderter 
Mikrovaskularisierung der Lungen auf [BONIKOS et al. 1976, COALSON 2006]. Somit 
wurden zusätzliche Erkenntnisse der Pathogenese der prä-und neonatalen Entwick-
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der Pathomechansimen der Ltbp4-Defizienz im 
Mausmodell 
Die Ltbp4-Defizienz führt zu einer Fragmentierung und somit Reduktion funktioneller elas-
tischer Fasern in der Lunge, wodurch eine herabgesetzte Septierung und Alveolarisierung re-
sultiert. Hieraus folgt vermutlich eine verminderte Bildung von Pneumozyten Typ I und II. 
Letztere führt wiederum zu einer reduzierten Anzahl an Pneumozyten Typ I, da die Pneu-
mozyten Typ II als Stammzellpool dienen. Auch das Produkt der Pneumozyten Typ II, das Sp-
C, ist stark reduziert, so dass es zu erhöhter Atelektasenbildung kommt. Es entstehen Lun-
genemphyseme, die zu hypoxischen Verhältnissen der Lunge führen. Die Hypoxie führt zu 
einer verminderten Angiogenese bzw. gesteigerten Stimulation der mRNA Expression von 
Vegfa. Die Ltbp4-Defizienz zeigt auch Auswirkungen auf die Fibroblasten. Die Tgf-β Aktivität 
steigt in den Pneumozyten Typ II stark an (u.a. vermutlich durch Kompensation von Ltbp1), 
wodurch die Fibroblasten in erhöhter Anzahl zu Myofibroblasten differenzieren. Hierdurch 
steigt die Produktion von Kollagen I und III. Fibrosen sind die Folge. Die Lungen Compliance 
nimmt ab, wodurch wiederum eine Hypoxie mit den o.g. Folgen entsteht. Die mRNA Ex-
pression von Tgf-β2 ist ebenfalls signifikant erhöht. Da Tgf-β2 eine essentielle Rolle in der 
embryonalen sowie postnatalen Lungenentwicklung spielt, lässt sich vermuten, dass die 
mRNA von Tgf-β2 verstärkt exprimiert wird, um einer pulmonären Insuffizienz, bedingt durch 
die Ltbp4-Defizienz, entgegenzuwirken. Ein weiterer Faktor, der durch die Ltbp4-Defizienz 
beeinflusst wird ist Vegfa in den Pneumozyten Typ II. Die mRNA von Vegfa ist stark erhöht. 
Durch seine anti-apoptotische Wirkung wird vermutlich auch die Viabilität gesteigert, so dass 
die Apoptose vermindert ist und kein Unterschied zwischen Ltbp4-defizienten Mäusen und 
dem WT zeigt. Unter dem Aspekt der unveränderten Apoptose sowie verminderter Pro-
liferation und erhöhter Viabilität der Pneumozyten Typ II wären auch Differenzierungspro-
zesse wie der Tgf-β induzierten epithelial-mesenchymalen Transition denkbar. Die Zellen 
zeigen eine reduzierte Proliferation und erhöhte Apoptoseresistenz, woraus eine erhöhte 
Viabilität resultiert. Weiter verlieren die Zellen ihre Polarität sowie Zellkontakte und weisen 
ein erhöhtes Migrationspotenzial auf. Im Zielgebiet könnten die Pneumozyten Typ II in Myo-
fibroblasten differenzieren und somit fibrotische Prozesse in den Septenspitzen der Lunge 
begünstigen. Die Angiogenese ist nicht gesteigert. Dies wäre bei einem erhöhten Vegfa zu 
erwarten gewesen. Anzunehmen ist, dass es zu Störungen der Signalwege der weiteren 
Expression von Vegfa kommt, so dass die Angiogenese vermindert ist. Signifikanzen sind mit            
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Einleitung Eine Defizienz des LTBP4 Gens ruft schwerwiegende Erkrankungen wie das hu-
man autosomal-rezessive Cutis laxa Syndrom Typ 1C (ARCL1C) hervor. Die Interaktion zwi-
schen LTBP4 und TGF-β ist hierbei von pathogenetisch relevanter Bedeutung. Durch feh- 
lende Synthese bzw. Sekretion des TGF-β (bedingt durch die LTBP4-Defizienz) kann es zu 
einer verminderten TGF-β Aktivität im Lungenparenchym kommen, woraus insgesamt eine 
fehlerhafte Produktion elastischer Fasern resultiert. Phänotypisch zeigen Patienten Multi-
morbidität und besonders schwere Defekte in der Lungenentwicklung. Emphyseme infolge 
fehlerhafter Alveolarisierung und Septierung führen zu früher Mortalität der Patienten 
innerhalb der ersten Wochen bis Monate. Als Tiermodell wurde die Ltbp4-/- Mauslinie ge-
neriert, die nahezu den gleichen Phänotyp aufweist, den auch Patienten mit ARCL1C zeigen. 
Ziel der Untersuchungen war den Einfluss der Pneumozyten Typ I und II auf die gestörte 
Alveolarisierung, Septierung sowie Angiogenese der Lunge von Ltbp4-/- Mäusen im Vergleich 
zu WT Mäusen zu überprüfen. Zusätzlich sollte erforscht werden, ob das Sekretom von mu-
rinen Ltbp4-/- Lungenfibroblasten (MLF) in vitro die Homöostase der Pneumozyten im Ver-
gleich zu WT MLF hemmt bzw. deren Expression und Sekretion pro- und anti-angiogene-
tischer Faktoren beeinflusst. 
Tiere, Material, Methoden Als Versuchstiere wurde die Ltbp4-/- Mauslinie genutzt. Es wur-
den histologische Immunfluoreszenzfärbungen (Sp-C und Aqp5), zellkultur-technische Ver-
fahren (Isolierung primärer MLF, Tube Formation Assay, TGF-β Lung-, Proliferations-, 
Viabilitäts- und Caspase 3/7 Assay sowie die durchflusszytometrische Analyse der Ober-
flächenmarker mittels FACS und molekularbiologische Methoden (Genotypisierung, PCR, 
Western Blot (Sp-C und Aqp5), RNA-Isolierung, cDNA-Synthese mit einer Aktin-Kontroll-PCR 
und RT qPCR) durchgeführt. Die Versuchsergebnisse wurden als Mittelwert (MW) ± Stan-
dardabweichung (STD) präsentiert. Unterschiede zwischen den Gruppen (WT und Ltbp4-/- 
Mäuse) wurden mit Hilfe des Student-t-Test analysiert. 
Ergebnisse Die Lungen von Ltbp4-/- Mäusen wiesen eine signifikant reduzierte Anzahl von 
Pneumozyten Typ I und II im Vergleich zum WT auf. Nach Stimulation mit konditioniertem 
Medium von Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF Medium zeigten die MLE 12-Zellen eine 
signifikante Erhöhung von aktivem Tgf-β1 sowie eine erhöhte mRNA Expression von Tgf-β2. 
Die Proliferation der MLE 12-Zellen, stimuliert mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF 
im Vergleich zu WT MLF Medium, war signifikant vermindert, die Viabilität signifikant erhöht 
und das Apoptoseverhalten unverändert. Es wurde eine signifikant erhöhte mRNA Expres-
sion von Ltbp1 festgestellt. Keine Unterschiede zeigten sich in der mRNA Expression von Sp-
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lation mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF negativ 
beeinflusst. Nachgewiesen wurde eine signifikant erhöhte mRNA Expression von Vegfa, wäh-
rend die Vegfb Expression unverändert blieb. Die Expression von Angpt1 und 2 konnte in 
MLE 12-Zellen nicht nachgewiesen werden. Die Kapillarausbildung von HPVEC-Zellen zeigte 
nach Stimulation mit konditioniertem Medium von MLE 12-Zellen (Ltbp4-/- und WT im Ver-
gleich), die wiederum vorher mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF und WT MLF sti-
muliert wurden, eine Tendenz zur Reduktion. 
Schlussfolgerungen In dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Defizienz des 
Ltbp4 Gens postnatal zu schwerwiegenden Lungenmissbildungen und gestörter Alveologe-
nese der Maus führt, wobei sowohl die Pneumozyten Typ I als auch die Pneumozyten Typ II 
nachweislich in reduzierter Anzahl in Ltbp4-/- Mäusen vorhanden waren. Weiter wurde be-
stätigt, dass die Pneumozyten Typ II verantwortlich für eine erhöhte Tgf-β Aktivität sind (ver-
mutlich bedingt durch die erhöhte mRNA Expression von Ltbp1) und somit präfibrotische 
Prozesse im Lungenparenchym von Ltbp4-/- Mäusen begünstigt werden. Diese Ergebnisse 
passen zu der vorausgegangenen Studie in der gezeigt wurde, dass Fibroblasten in erhöhter 
Anzahl zu Myofibroblasten in Lungen von Ltbp4-/- Mäusen differenzieren, wodurch die Pro-
duktion von Kollagen I und III stark ansteigt und die Fibrosebildung in der Lunge erhöht wird. 
Die mRNA Expression von Tgf-β2 war ebenfalls signifikant erhöht. Da Tgf-β2 eine essentielle 
Rolle in der embryonalen sowie postnatalen Lungenentwicklung spielt, lässt sich vermuten, 
dass die mRNA von Tgf-β2 verstärkt exprimiert wurde, um einer pulmonären Insuffizienz (be-
dingt durch die Ltbp4-Defizienz) entgegenzuwirken.  
 
Weiter zeigten die Ergebnisse, dass die Defizienz des Ltbp4 Gens erheblichen Einfluss auf das 
Sekretom der MLF hat. Sezernierte Mediatoren der MLF führten bei den Pneumozyten Typ II 
(MLE 12-Zellen in vitro stimuliert mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF und WT MLF 
im Vergleich), zu einer niedrigeren Proliferation sowie erhöhter Viabilität. Hypothetisch 
könnte für die verminderte Proliferation und erhöhte Viabilität Tgf-β induzierte Transdiffe-
renzierungen verantwortlich sein, wie z.B. der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT). 
Charakteristisch ist bei Induktion der EMT eine reduzierte Proliferation sowie eine erhöhte 
Apoptoseresistenz, wodurch die Viabilität erhöht wird. Die Zellen verlieren ihre Polarität 
sowie Zellkontakte und weisen ein erhöhtes Migrationspotenzial auf. Im Zielgebiet könnten 
die Pneumozyten Typ II in Myofibroblasten differenzieren und somit fibrotische Prozesse in 
den Septenspitzen der Lunge begünstigen. Hinsichtlich des Pneumozyten Typ II-Mangels 
wäre eine erhöhte mRNA Expression der Produkte Sp-C und Sp-B in MLE 12-Zellen stimuliert 
mit konditioniertem Medium von Ltbp4-/- MLF im Vergleich zu WT MLF als Kompensation zu 
erwarten gewesen. Dies bestätigte sich aber nicht. Die erhöhte mRNA Expression von Vegfa 
(stimuliert mit konditioniertem Medium Ltbp4-/- MLF und WT MLF im Vergleich) wirkt ver-
mutlich anti-apoptotisch und erhöht die Apoptoseresistenz. Diese Ergebnisse zeigen, dass 
MLF Mediatoren sezernieren, die die physiologische Entwicklung der Pneumozyten Typ II und 
somit der Lunge der Ltbp4-defizienten Mäuse im Vergleich zum WT, in Form einer mangel-
haften Alveolarisierung und Septierung, stark schädigen. Deutlich wurde auch, dass die An-
giogenese der HPVEC durch sezernierte Mediatoren der MLE 12-Zellen (vorher stimuliert mit 
konditioniertem Medium Ltbp4-/- MLF und WT MLF im Vergleich stimuliert) negativ beein-
flusst worden ist. Es wurde eine Tendenz zur verminderten Kapillarausbildung beobachtet. 
 
Da das humane ARCL1C Syndrom ebenfalls ein dysfunktionales LTBP4 Gen aufweist, konn-
ten durch dieses Projekt weitere Erkenntnisse der Pathogenese einer fehlerhaften Alveo-
larisierung in der Lungenentwicklung gewonnen werden. Von großer Bedeutung ist auch, 
dass dieses Mausmodell den Phänotyp pädiatrischer Lungenerkrankungen aufweist, so dass 
diese Erkenntnisse zum Verständnis der Pathogenese der prä- und neonatalen Entwicklung 
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Introduction Deficiency of LTBP4 gene leads to a severe disease syndrome, the human 
autosomal recessive cutis laxa syndrome type 1C (ARCL1C), characterized by the lack of for-
mation of intact elastic fibers. In this regard, the interaction of LTBP4 and Tgf-β is of impor-
tance. LTBP4 deficiency influences Tgf-β activity in lung fibroblasts and results in a lack of 
normal synthesis/secretion of the extracellular matrix, which leads to deficient formation of 
elastic fibres. Phenotypically, the patients show multimorbidity and especially severe defects 
in the lung development. Pulmonary emphysema caused by deficient alveolarization and 
alveolar septation leads to early death of patients within the first weeks to months. We devel-
oped a Ltbp4-null (Ltbp4-/-) mouse model that is deficient of the Ltbp4 gene and protein. This 
animal model reveals an analogue of the phenotype and genotype of the human autosomal 
recessive cutis laxa syndrome type 1C (ARCL1C).  
Aim of the study was to investigate mechanisms of pulmonary development, in particular 
the influence of alveolar epithelial cells type I and II on impaired pulmonary alveolarization, 
septation and angiogenesis of Ltbp4-/- mice compared to WT mice. In addition, we investi-
gated whether the secretome of Ltbp4-/- MLF in vitro disturbed the homeostasis of alveolar 
epithelial cells in comparison to WT MLF or influenced their expression and secretion of pro- 
and anti-angiogenic factors. 
Animals, materials, methods For the experiments Ltbp4-/- mice were used. Histological 
immunfluorescence stainings (Sp-C und Aqp5), cellculture techniques (primary cell isolation 
of MLF, tube formation assay, Tgf-β lung-, proliferations-, viability- and caspase 3/7 assay as 
well as FACS) and molecular methods (genotyping, PCR, western blot (Sp-C and Aqp5), RNA 
isolation, cDNA-synthesis with actin-control-PCR and rt qPCR) were conducted. The results 
were presented as mean (MW) ± standard deviation (STD). Differences between the groups 
(WT and Ltbp4-/- mice) were analyzed by Student t-test. 
Results Lungs of Ltbp4-/- mice showed a significantly decreased number of alveolar epithe-
lial cells type I and II in comparison to WT. Stimulation of murine lung epithelial cells (MLE 
12) with conditioned medium of Ltbp4-/- MLF in comparison to WT MLF resulted in signi-
ficantly increased Tgf-β1 activity and mRNA expression of Tgf-β2. Proliferation of MLE 12 
cells, stimulated with conditioned medium of Ltbp4-/- MLF in comparison to WT MLF medium, 
was significantly decreased, the viability significantly increased and apoptosis showed no 
differences. Furthermore, we demonstrated a significantly increased Ltbp1 mRNA expres-
sion, but no differences in the Sp-C, Sp-B and Ltbp4 mRNA expression of MLE 12 stimulated 
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Also, the angiogenic behavior of the MLE 12 cells was influenced by stimulation with con-
ditioned medium of Ltbp4-/- MLF compared to WT MLF medium. In this context, we found a 
significant increase of Vegfa mRNA expression, unchanged Vegfb and no mRNA expression 
of Angpt1 und -2. HPVEC cells were stimulated with conditioned medium of MLE 12 cells 
(Ltbp4-/- and WT in comparison). Before this stimulation, the MLE 12 cells have already been 
stimulated with conditioned medium of Ltbp4-/- MLF and WT MLF. After these stimulations 
the capillary tube formation of HPVEC showed a tendency to reduce.  
Discussion In this study, the role of alveolar epithelial cells type I and II was investigated as 
part of deficient lung development and alveolar septation. It was demonstrated, that muta-
tions of the LTBP4 gene lead to severe postnatal lung malformations of the mouse, with al-
veolar epithelial cells type I and II playing a significant role. It also was confirmed, that alveo-
lar epithelial cells type II are responsible for increased Tgf-β activity (presumably due to the 
significantly increased mRNA expression of Ltbp1) leading to a possible pro-fibrotic pathway 
in the pulmonary parenchyma of Ltbp4-/- lungs. This study confirms the results of the previous 
study, which showed, that fibroblasts differentiate into myofibroblasts in high numbers in 
Ltbp4-/- lungs. The production of collagen I and III increases and leads to an increased forma-
tion of lung fibrosis in Ltbp4-/- lungs. The mRNA expression of Tgf-β2 was also significantly in-
creased. Tgf-β2 plays an essential role in embryonic and postnatal lung development. Hypo-
thetically, the increased mRNA expression of Tgf-β2 could be responsible for the pulmonary 
insufficiency, caused by the Ltbp4 deficiency. 
 
Furthermore, the results show that deficiency of Ltbp4 has an important influence on the 
secretome of murine lung fibroblasts. Secreted mediators of MLF lead to a significantly 
decreased proliferation and an increased viability in alveolar epithelial cells type II (MLE 12 
cells in vitro were stimulated with conditioned medium of Ltbp4-/- MLF compared to WT MLF). 
Hypothetically, the decreased proliferation and increased viability could be responsible for 
Tgf-β induced transdifferentiation (like epithelial mesenchymal transition (EMT)). Charac-
teristic of induction of EMT is reduced proliferation and increased resistance to apoptosis, 
which increases viability. The cells lose their polarity and cell contacts and show an enhanced 
migration potential. In the target area, the alveolar cells type II could differentiate into myo-
fibroblasts and induce fibrotic processes in the septal tips of the lung. Referring to the 
deficiency of alveolar epithelial cells type II, an increased mRNA expression of the products 
Sp-C and Sp-B in MLE 12 cells, stimulated with conditioned medium of Ltbp4-/- MLF compared 
to WT, would have been expected as compensation. This could not be confirmed. The up-
regulation of Vegfa mRNA expression (stimulated with conditioned medium of LTBP4-/- MLF 
compared to WT MLF) probably acts anti-apoptotic and increases the resistance to apop-
tosis.These results verify that the MLF secrete mediators, that lead to aberrant physiological 
development of the alveolar epithelial type II cells in lungs of Ltbp4-/- mice compared to WT 
mice resulting in insufficient alveolarization in Ltbp4-/- lungs. 
 
Additionally, pulmonary angiogenesis, which is essential for alveolarization, is negatively 
influenced by the secretome of the alveolar epithelial cells type II, which were stimulated by 
the Ltbp4 deficient fibroblast micromilieu in the pulmonary parenchyma of Ltbp4 deficient 
lungs.  
 
Due to the fact that the human autosomal recessive cutis laxa syndrome type 1C shows a 
deficiency of the LTBP4 gene as well, this project has provided further insights into the patho-
genesis of this disease syndrome. The Ltbp4-/- mice have a pulmonary phenotype, which 
shows analogies to pediatric lung diseases. Therefore, the results of this study are a contri-
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